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La dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) est l’une des principales causes de la 
perte de vision chez les personnes âgées. Dans la DMLA de forme sèche, le stress oxydatif, 
l’inflammation et la dysfonction lipidique causent la perte des cellules de l’épithélium 
pigmentaire rétinien (RPE) qui sont essentielles au maintien des photorécepteurs. Nous avons 
précédemment démontré qu’un ligand sélectif du CD36 permet de préserver la fonction 
rétinienne dans un modèle murin de la DMLA. Cependant, l’effet des ligands synthétiques du 
CD36 dans la protection du RPE n’a jamais été vérifié. L’objectif de cette étude était de 
caractériser l’effet cytoprotecteur du ligand du CD36 MPE-001 sur le RPE contre le stress 
oxydatif. 
Le stress oxydatif a été induit chez la lignée humaine hTERT RPE-1 par le NaIO3. Il a 
été observé que le MPE-001 diminue la production de superoxydes mitochondriaux et 
l’apoptose des cellules du RPE sans toutefois affecter le système antioxydant au niveau 
transcriptionnel. Des essais par immunobuvardage et par immunocytochimie ont montré que le 
NaIO3 perturbe le flux autophagique, alors que le MPE-001 le rétablit. L’effet protecteur du 
MPE-001 était complètement aboli par les inhibiteurs de l’autophagie wortmannin et 
bafilomycine A1. En conclusion, nous avons démontré pour la première fois qu’un ligand du 
CD36 protège les cellules du RPE contre le stress oxydatif de façon autophagie-dépendante. 
Nous proposons la modulation du stress oxydatif chez le RPE par l’activation du CD36 comme 
stratégie potentielle pour traiter la DMLA de forme sèche.  
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Age-related macular degeneration (AMD) is a leading cause of irreversible blindness in 
the elderly population. The retinal pigment epithelium (RPE) is a monolayer of epithelial cells 
that are critical in maintaining retinal neurons. Oxidative stress, inflammation and defects in 
lipid clearance are thought to cause damages to the RPE and the eventual loss of photoreceptors 
in the dry form of AMD. CD36 is a scavenger receptor that plays an important role in 
inflammation and lipid homeostasis. We have previously shown that stimulation of CD36 by a 
selective ligand preserves photoreceptor function in high fat high cholesterol diet-fed Apoe-/- 
mice, a mouse model of AMD. The effect of CD36 ligands on RPE cells protection from 
oxidative insults, however, had yet to be investigated. In this study, we aimed to study the 
cytoprotective effect of the CD36 ligand MPE-001 in RPE cells exposed to oxidative stress.  
Oxidative stress was induced in the human RPE cell line hTERT RPE-1 using NaIO3. 
MPE-001 was observed to decrease NaIO3-induced mitochondrial superoxide production and 
apoptosis, with no transcriptional effect on antioxidant enzymes. Immunoblotting and 
immunostaining showed that NaIO3 disrupts autophagic flux while MPE-001 co-treatment 
restores it. The protective effect of MPE-001 was completely abolished by the autophagy 
inhibitors wortmannin and bafilomycin A1. In conclusion, we report for the first time that a 
CD36 ligand confers protection to RPE cells under oxidative stress through the improvement of 
autophagic process. We therefore propose modulation of oxidative stress by CD36 ligands as a 
potential strategy to treat dry AMD.  
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1. Revue de littérature 
 
1.1. La dégénérescence maculaire liée à l’âge 
La dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) est une pathologie dégénérative de la 
macula, la région de la rétine responsable de l’acuité visuelle (1). Elle représente l’une des 
principales causes de la perte de vision chez les personnes âgées (2). Tandis que les patients ne 
présentent que très peu de symptômes dans les phases précoces et intermédiaires, les phases 
avancées sont caractérisées par une perte de vision centrale irréversible. Les symptômes incluent 
une vision centrale brouillée, une sensation d’assombrissement de la vision, une déformation 
visuelle (métamorphopsie; surtout des lignes droites ou de textes), la perception d’une tache 
noire ou grise au centre de la vision (scotome) et de la difficulté à distinguer les détails (3). La 
qualité de vie des patients âgés, incluant leur niveau d’activité physique (4, 5) et leur état 
psychologique (6, 7), est grandement affectée. L’âge étant le plus grand facteur de risque de la 
DMLA, il est estimé que sa prévalence et son fardeau social et économique vont augmenter avec 
le vieillissement de la population. Mondialement, on anticipe que la DMLA affectera 288 
millions de personnes en 2040 (8). L’impact négatif annuel de cette pathologie sur le produit 
intérieur brut du Canada était déjà estimé à 2,6 milliards de dollars en 2005 (9). La DMLA de 
forme sèche, la forme la plus courante de la maladie, n’a aucun traitement pharmacologique 
efficace à l’heure actuelle (1, 10). Un traitement qui peut prévenir, ralentir la progression ou la 
renverser aurait un bénéfice énorme, tant à l’individu qu’à la société.  
 
1.1.1. La macula 
La rétine est le tissu à l’arrière de l’œil responsable de la conversion de la lumière en 
signaux neuraux (10). Une représentation schématique de la structure de la rétine et sa 
micrographie sont présentées à la figure 1. Elle est composée de trois couches nucléaires 
contenant les somas des cellules nerveuses, séparées de deux couches plexiformes (externes et 
internes) qui sont les sites de synapses. Les somas des photorécepteurs se situent dans la couche 
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nucléaire externe. La couche nucléaire interne contient les corps cellulaires des cellules 
bipolaires, horizontales et amacrines. Enfin, la couche de cellules ganglionnaires contient les 
cellules ganglionnaires et des cellules amacrines. Les axones des cellules ganglionnaires se 
rejoignent pour former le nerf optique. Les cellules de Müller, les cellules gliales de la rétine, 
s’étendent à la verticale sur toutes les couches de la rétine. Les photons traversent la rétine 
jusqu’aux segments externes des photorécepteurs (POS), où la transduction a lieu : ils sont 
absorbés par les opsines, pigments visuels des photorécepteurs, traduits en message 
biochimique, puis en message électrique (11, 12).  
Il y a deux sources d’apport sanguin dans la rétine : l’artère rétinienne centrale et la 
choroïde. Les couches externes de la rétine dépendent des choriocapillaires pour se nourrir, alors 
que les couches internes sont nourries par les capillaires qui dérivent de l’artère rétinienne (11, 
12). La choroïde reçoit 65-85% du débit sanguin (11). En fait, la choroïde a le plus grand débit 
sanguin par volume de tissu perfusé au niveau corporel (13).  
La membrane de Bruch est une matrice de cinq couches qui se situe entre l’épithélium 
pigmentaire rétinien (RPE) et la choroïde. C’est une barrière semi-perméable à travers laquelle 
des échanges métaboliques ont lieu. Elle est composée de la membrane basale des cellules du 
RPE, la zone de collagène interne, la zone élastique, la zone de collagène externe et la membrane 
basale des choriocapillaires (12, 14).  
La macula ou macula lutea correspond à la région centrale de la rétine chez l’humain, 
proche du nerf optique, et est responsable de l’acuité visuelle et de la vision centrale (3, 14). 
Elle a une pigmentation jaune due aux caroténoïdes zéaxanthine et lutéine (15). La fovéa au 
centre de la macula contient la plus grande densité de photorécepteurs de la rétine et 
exclusivement des cônes (16, 17). Cette grande densité de photorécepteurs et la dominance des 
cônes par rapport aux bâtonnets permettent une vision centrale de haute résolution, c’est-à-dire 
qu’elles nous permettent de lire, de reconnaître les visages et de faire diverses tâches fines et 
détaillées (11). La région maculaire ne représente que 4 % de l’aire de la rétine, avec la fovéa 
mesurant seulement 1.5 mm de diamètre, mais elle est très importante pour notre capacité 




Figure 1. L’organe sensoriel visuel 
 
(A) Représentation schématique de l’œil, avec un agrandissement de la région fovéale. (B) 
Représentation schématique de la neurorétine. A, cellules amacrines, B, cellules bipolaires, C, 
cônes, G, cellules ganglionnaires, M, cellules de Müller, R, bâtonnets, RPE, épithélium 
pigmentaire rétinien. (C) Micrographe d’une coupe verticale de la rétine. OS, segment externe, 
IS, segment interne, ONL, couche nucléaire externe, OPL, couche plexiforme externe, INL, 
couche nucléaire interne, IPL, couche plexiforme interne, GCL, couche de cellules 
ganglionnaires. Tirée de (20). 
 
1.1.2. Le RPE et son rôle dans l’homéostasie rétinienne 
Le RPE est une couche de cellules épithéliales hautement pigmentées postérieure à la 
neurorétine. Les villosités du côté apical des cellules du RPE englobent les POS. Du côté basal, 
la membrane de Bruch sépare le RPE de la vasculature choroïdienne. Le RPE a une pigmentation 
noire dû aux granules riches en mélanine (mélanosomes). Les cellules du RPE sont adhérentes 
l’une à l’autre dans un motif hexagonal (« cobblestone »), connectées par des jonctions serrées, 
et constituent avec les cellules endothéliales de la choroïde la barrière hématorétinienne. Elles 
empêchent de cette manière la diffusion libre d’ions et de grandes molécules (21). La structure 
du RPE est présentée à la figure 2.  
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Le RPE est essentiel au maintien des fonctions et de l’intégrité des photorécepteurs. Un 
rôle crucial du RPE est le recyclage des POS. L’extrémité apicale des segments externes 
contenant les disques photosensibles est débarrassée par les photorécepteurs de façon 
quotidienne. Environ 10 % des disques sont éliminés de la partie distale des POS par jour, et de 
nouveaux disques sont constamment générés du côté basal des segments externes. Les cellules 
du RPE phagocytent de leur côté apical et dégradent les disques dans leurs lysosomes. 
L’élimination des disques endommagés suit le rythme circadien et est régulée par la lumière 
(22). Chez les rats albinos soumis à un cycle lumière/obscurité 12/12 heures, il y a une 
augmentation brutale de l’élimination des disques des POS et de leur internalisation par les 
cellules du RPE au début de la séquence d’éclairage. En absence d’éclairage, l’élimination des 
disques des POS suit le rythme circadien pendant 3 jours (23). Cette élimination routinière de 
POS permet de se débarrasser des disques endommagés par la photo-oxydation. En effet, chez 
les rats soumis à une lumière intense à des cycles lumière/obscurité intermittents de 2-3 heures, 
le nombre de phagosomes dans les RPE augmente de façon dramatique alors que le traitement 
antioxydant à l’ascorbate diminue cette accumulation (24). Étant donné que les cellules du RPE 
sont post-mitotiques et que chacune d’elles s’occupe de plusieurs photorécepteurs, les cellules 
du RPE phagocytent une quantité énorme de matériaux au cours de leur vie, plus que n’importe 
quelle autre cellule du corps (22). Les modèles animaux ayant une activité phagocytaire du RPE 
défectueuse présentent une dégénérescence rétinienne (25-27). La phagocytose des POS par le 
RPE est donc critique au maintien de l’homéostasie rétinienne. 
D’autres fonctions du RPE incluent le transport des nutriments et des ions de la 
circulation vers la neurorétine, la participation au cycle visuel (c.-à-d. la régénération du 11-cis 
rétinal qui est transformé en all-trans rétinal lors de la conversion du photon en signal 
électrique), la sécrétion de facteur neurotrophique, des tâches immunorégulatrices par la 
sécrétion de diverses cytokines et de pigment epithelial growth factor (PEGF), le maintien du 
privilège immun par les jonctions serrées, le maintien des choriocapillaires par la sécrétion de 






Figure 2. Structure du RPE 
 
(A) Diagramme résumant les caractéristiques ultrastructurelles des cellules du RPE. (B) 
Micrographie électronique à transmission du RPE humain. (C) Micrographie de la surface 
apicale du RPE au microscope électronique à balayage. Magnification : B, x 2600, C, x 3600. 




1.1.3. Ses facteurs de risque 
La DMLA est une pathologie multifactorielle, avec plusieurs facteurs environnementaux 
et génétiques étant associés à son occurrence. Comme son nom l’indique, l’âge est le plus grand 
facteur de risque de la DMLA. Aux États-Unis, la prévalence de cette pathologie est de 1,47% 
chez les individus âgés de 40 ans et plus, mais elle atteint plus de 1 individu sur 10 chez les 
Caucasiens de 80 ans et plus (29). Des facteurs de risque qui entravent la circulation sanguine 
au niveau de l’œil comme le tabagisme (30) et l’hypertension (31) sont associés au risque de 
développer la DMLA. Le tabagisme est en effet le plus grand facteur de risque après l’âge. Une 
corrélation dose-réponse a été identifiée entre le nombre de paquets consommés et le risque de 
développer la DMLA. La cessation du tabagisme réduit son risque (30). Les antécédents 
familiaux (32), la diète (33, 34) et l’athérosclérose (35) sont d’autres facteurs qui semblent 
affecter son risque. La prévalence de la DMLA est la plus élevée chez les Caucasiens, suivis par 
les Asiatiques et les Hispaniques, puis chez les noirs (36). Les femmes présentent un risque plus 
élevé que les hommes (37).  
Il est estimé que les facteurs génétiques constituent 50-57 % de la variabilité totale du 
risque de développer la DMLA (38). Dans l’étude Rotterdam, le risque à vie de développer la 
DMLA avancée était de 50 % chez un individu ayant un antécédent familial de la DMLA, 
comparé à 12 % chez un individu sans antécédent familial (32). De plus, les jumeaux 
monozygotes présentent un taux de concordance de la DMLA plus élevé que les jumeaux 
dizygotes (39). Les loci les plus fortement associés à la DMLA sont ceux du complement factor 
H (CFH) et de la région chromosomale 10q26, comportant les gènes age-related maculopathy 
susceptibility 2 (ARMS2) et HtrA serine peptidase 1 (HTRA1) (40). L’International AMD 
Genomics Consortium a annoncé en 2017 que seul le ARMS et non le HTRA1 est responsable 
de cette association génétique (41), mais cela demeure une controverse. Une liste plus complète 







Tableau 1. 19 gènes affectant le risque de développer la DMLA 
Gène/Locus EAF OR* P* Voie affectée Fonction des protéines encodées 
ARMS2/HTRA1 0.3 2.76 4 ´ 10-540 ECM (ARMS2); 
autre (HTRA1) 
ARMS2 – lié au ECM 
HTRA1 – suggéré comme étant un 
régulateur de la croissance cellulaire 
CFH 0.64 2.43 1 ´ 10-434 Complément Régulation négative du système de 
complément par l’inactivation du 
C3b (avec CFI) 
C2/CFB 0.86 1.74 4 ´ 10-89 Complément C2 – clivé par le C1 en sérine 
protéinase qui se combine avec le 
facteur de compléments 4b pour 
former la C3 ou C5 convertase 
CFB - clivé par le facteur D en sérine 
protéase qui s’associe avec le C3b 
C3 0.2 1.42 1 ´ 10-41 Complément Clivé par la C3 convertase durant 
l’activation des voies de 
complément 
TIMP3 0.74 1.31 2 ´ 10-26 ECM Inhibiteur des métalloprotéinases de 
matrice qui dégradent l’ECM 
APOE 0.83 1.3 2 ´ 10-20 Métabolisme des 
lipides 
Nécessaire au catabolisme des 
composants de lipoprotéines riches 
en triglycérides 
CETP 0.76 1.22 7 ´ 10-16 Métabolisme des 
lipides 
Responsable du transfert des esters 
de cholestérol entre les lipoprotéines 
VEGFA 0.51 1.15 9 ´ 10-16 Angiogenèse Agit sur les cellules endothéliales; 
augmente la perméabilité vasculaire, 
induit l’angiogenèse, la 
vasculogenèse et la croissance des 
cellules endothéliales, promeut la 
migration cellulaire et inhibe 
l’apoptose 
TNFRSF10A 0.48 1.15 3 ´ 10-15 Apoptose Induit l’apoptose 
LIPC 0.48 1.13 3 ´ 10-11 Métabolisme des 
lipides 
Joue un rôle dans l’internalisation de 
lipoprotéines médiée par l’hydrolase 
et le récepteur de triglycérides 
CFI 0.31 1.14 7 ´ 10-11 Complément Régule le système de complément 
par l’inactivation du C3b et du C4b 







Gène/Locus EAF OR P Voie affectée Fonction des protéines encodées 
COL10A1 0.64 1.1 2 ´ 10-8 ECM Chaîne alpha du collagène de type X 
COL8A1/ 
FILIP1L 
0.1 1.23 4 ´ 10-13 ECM (COL8A1); 
angiogenèse 
(FILIP1L) 
COL8A1 – composant majeur de la 
membrane basale de l’épithélium 
cornéen 
FILIP1L – régulateur de 
l’angiogenèse sur les cellules 
épithéliales 
IER3/DDR1 0.79 1.16 2 ´ 10-11 Apoptose (IER3); 
ECM (DDR1) 
IER3 – joue un rôle dans la 
protection des cellules contre 
l’apoptose induit par Fas ou TNFa 
DDR1 – récepteur tyrosine kinase 
impliqué dans la régulation de la 
croissance, la différenciation et le 
métabolisme cellulaire 
SCL16A8 0.21 1.15 2 ´ 10-11 Autre Transport du lactate à travers la 
membrane cellulaire 
TGFBR1 0.73 1.13 3 ´ 10-11 Autre Transduction du signal de TGF-b de 
la surface cellulaire au cytoplasme 
RAD51B 0.61 1.11 9 ´ 10-11 Apoptose Nécessaire à la réparation de l’ADN 
par recombinaison homologue. La 
surexpression du RAD51B cause un 




0.46 1.1 5 ´ 10-9 Apoptose 
(ADAMTS9) 
Membre de la famille ADAMTS des 
désintégrines et métalloprotéinases; 
impliqués dans le clivage de 
protéoglycanes, le contrôle de la 
forme des organes durant le 
développement et l’inhibition de 
l’angiogenèse 
B3GALTL 0.44 1.1 2 ´ 10-8 Autre Responsable du transfert du glucose 
au O-linked fucosylglycans sur les 
TSP-1 repeats de plusieurs protéines 
 
EAF, effect allele frequency, OR, odds ratio, ECM, matrice extracellulaire. Adapté de (1).  
 
1.1.4. Sa définition et sa classification 
Selon l’American Academy of Ophthalmology, la DMLA est définie par la présence d’au 
moins une de ces caractéristiques :  
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• Des druses de taille au moins intermédiaire (63 µm ou plus en diamètre), 
• Des anomalies du RPE comme l’hypo ou l’hyperpigmentation, 
• Des pseudodruses réticulaires ou dépôts sous-rétiniens, 
• Des caractéristiques des stades avancés de la maladie, c’est-à-dire l’atrophie 
géographique, la néovascularisation choroïdienne, la vasculopathie polypoïdale 
choroïdienne et/ou la prolifération angiomateuse rétinienne.  
Les druses sont des dépôts extracellulaires jaunes riches en protéines et en lipides entre le RPE 
et la membrane de Bruch. Leur présence est l’une des premières manifestations de la DMLA 
(42). La présence de druses de taille inférieure à 60 µm est toutefois considérée comme étant 
une manifestation normale liée à la vieillesse (43). 
Les patients peuvent être catégorisés en trois stades selon les manifestations cliniques : 
précoce, intermédiaire et avancé (44). Il est estimé que 1 patient de 70 ans et plus sur 3 progresse 
vers un stade avancé de la maladie en 10 ans (45). Au niveau pathophysiologique, la DMLA est 
classifiée sous deux formes : la forme humide (aussi appelée forme exsudative ou néovasculaire) 
et la forme sèche (non exsudative, non néovasculaire ou atrophique). La forme sèche de la 
DMLA englobe les phases précoces et intermédiaires ainsi que l’atrophie géographique (1). Les 
deux formes ne sont pas mutuellement exclusives (46). 
 
1.1.4.1. La forme humide 
La partie externe de la rétine, incluant les cellules du RPE, est nourrie par les vaisseaux 
sanguins de la choroïde, avec les choriocapillaires se localisant juste derrière la membrane de 
Bruch. La forme humide de la DMLA est caractérisée par une néovascularisation choroïdienne 
excessive. Les facteurs proangiogéniques sécrétés par les fibroblastes de la choroïde, les cellules 
du RPE et les macrophages induisent la poussée de nouveaux vaisseaux de la choroïde (47). En 
effet, le niveau de VEGF dans l’humeur aqueuse est élevé chez ces patients (48). Il est 
généralement admis que l’induction de la néovascularisation est secondaire à d’autres processus 
pathologiques, comme le stress oxydatif au niveau du RPE, l’hypoxie causée par l’accumulation 
de débris, l’inflammation ou la dégénérescence de la vasculature qui précèderait l’angiogenèse. 
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Les nouveaux vaisseaux franchissent éventuellement la membrane de Bruch vers l’espace sous-
rétinien. Étant fragiles, ces vaisseaux sont facilement sujets à des déchirures ou à des fuites, 
causant de l’œdème et des hémorragies intrarétiniennes, ainsi que le détachement du RPE. Si 
une cicatrice se forme, elle peut affecter la vision de façon permanente (47). 
La forme humide ne touche que 10-15 % des patients, mais est responsable de 90 % des 
cas de pertes de vision aigue causée par la DMLA. De plus, cette forme de la DMLA progresse 
très rapidement vers la cécité. Aujourd’hui, des médicaments anti-angiogéniques ciblant le 
VEGF ou son récepteur sont utilisés par injection intravitréenne (46, 49). Les médicaments dont 
l’usage est approuvé par Santé Canada pour cette indication sont le pegaptanib (50), le 
ranibizumab (51), et l’aflibercept (52). Les études cliniques ont démontré que les inhibiteurs du 
VEGFA réduisent l’œdème et permettent parfois une régression des vaisseaux pathologiques 
(46, 49). La diminution du VEGF suite au traitement corrèle avec le résultat clinique (48). 
Malheureusement, le traitement est inefficace chez le quart des patients (53). 
 
1.1.4.2. L’atrophie géographique 
L’atrophie géographique est caractérisée par des régions de dégénérescence de la rétine 
(choroïde, RPE et neurones). Les régions atrophiques s’agrandissent ou augmentent en nombre 
avec les années (54). Si elles épargnent la fovéa, la vision des patients est affectée de façon 
significative que très tard dans la maladie (55).   
Il a été proposé que la perte des photorécepteurs est la conséquence d’une dysfonction 
du RPE. Sarks et coll. ont observé une accumulation de débris de phagosomes accompagnée 
d’un élargissement et d’un détachement des cellules du RPE chez les patients présentant une 
géographie atrophique. La perte des cellules du RPE semblait précéder la perte intégrale des 
photorécepteurs (56, 57). L’augmentation de l’autofluorescence au niveau du fundus des 
patients découle d’une dysfonction des cellules du RPE. Il est indicateur de l’accumulation de 
lipofuscine, des granules autofluorescents brun-jaunes qui sont cytotoxiques et qui résultent 
d’une digestion incomplète de POS dans les lysosomes du RPE (58). Cette accumulation 
d’inclusions autofluorescentes au niveau du RPE corrèle inversement avec l’épaisseur des 
dépôts sous le RPE (59). Bien que le rôle exact de l’accumulation de druses dans le 
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développement de l’atrophie géographique est encore peu compris, la présence de druses larges 
et confluents (soft drusen, par opposition au hard drusen qui sont petits et éloignés l’un de 
l’autre) est connue comme étant un facteur de risque de l’atrophie géographique (60). Par 
opposition, l’involution choroïdienne n’est pas nécessairement associée à la perte de l’intégrité 
des photorécepteurs, ce qui suggère qu’elle survient de façon secondaire à la perte des cellules 
du RPE qui sécrètent du VEGF (59).  
 
1.1.5. La pathogenèse de la DMLA de forme sèche 
La pathophysiologie de la forme sèche de la DMLA est peu comprise. Néanmoins, des 
études biochimiques, histologiques et génétiques suggèrent une profonde implication du stress 
oxydatif, de l’inflammation et de la dysfonction lipidique (12, 61).  
 
1.1.5.1. Les changements cellulaires associés à l’âge 
Le vieillissement est associé à plusieurs changements cellulaires. La manifestation de 
ces changements est d’autant plus prononcée chez les cellules post-mitotiques (62).  
Avec l’âge, la capacité antioxydante diminue et l’induction du système en réponse aux 
insultes s’affaiblit (63). En particulier, le système du nuclear factor erythroid 2 Like 2 (NFE2L2) 
est affecté par l’âge chez le RPE. Sachdeva et coll. ont observé que l’expression basale du heme 
oxygenase 1 (Hmox1), NAD(P)H:quinone oxidoreductase 1 (Nqo1) et glutamate-cysteine ligase 
modifier subunit (Gclm) était plus élevée chez le RPE de souris âgées (âgées de 15 mois) que 
celui de jeunes souris (âgées de 2 mois), ce qui indique la présence d’un stress oxydatif 
chronique. Ces souris âgées répondaient par contre moins bien au stress oxydatif induit par 
l’injection systémique de NaIO3 (iodate de sodium), ce qui était associé à un plus grand niveau 
de marqueurs de stress oxydatif dans le RPE (64).  
En 2002, Brunk et Teiman ont proposé la mitochondrial-lysosomal axis theory of aging 
qui suggère que le dysfonctionnement de l’axe mitochondrie-lysosome est responsable de la 
mort cellulaire liée au vieillissement. Avec l’âge, les mitochondries gonflent et subissent une 
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désorganisation structurelle (62). Ce phénomène a été confirmé par He et al. chez le RPE : les 
mitochondries diminuent en nombre et subissent des altérations morphologiques (taille, forme, 
densité de la matrice, architecture des membranes mitochondriales, intégrité membranaire) (65). 
Il a également été observé que les cellules du RPE des sujets âgés ont une activité mitochondriale 
réduite (65). Le stress oxydatif chronique dans le contexte du vieillissement cause 
l’endommagement des mitochondries, mais Brunk et Teiman ont proposé que la dysfonction 
lysosomale a également un rôle à jouer. Avec l’âge, les lysosomes qui sont normalement 
responsables de la dégradation des mitochondries défectueuses accumulent des lipofuscines 
(62). Les cellules du RPE sont particulièrement vulnérables à l’accumulation de lipofuscines 
due à la grande quantité de POS qu’elles phagocytent. En effet, les lipofuscines qui se forment 
dans le RPE résultent majoritairement d’une dégradation incomplète de POS (66). La présence 
de ces matériaux non dégradables dans les lysosomes rend cette organelle dysfonctionnelle (62). 
En particulier, le N-rétinyl-N-rétinylidiene éthanolamine (A2E) qui dérive de la dégradation des 
POS est la composante majeure des lipofuscines dans le RPE; il a été démontré comme étant 
délétère pour la fonction lysosomale, affectant à son tour la capacité phagocytique des cellules 
(67, 68).  
Une diminution du nombre de cellules du RPE avec l’âge due à leur mort apoptotique a 
été observée chez les humains. Étant mitotiquement inactives, ces cellules ne sont 
essentiellement jamais remplacées. La charge métabolique de chaque cellule à maintenir les 
photorécepteurs augmente, ce qui contribuerait probablement à la pathogenèse de la DMLA de 
forme sèche (69). 
 
1.1.5.2. Le stress oxydatif 
Le stress oxydatif représente un état de débalancement entre la production de radicaux 
libres (dont les espèces réactives de l’oxygène ou ROS) et le système antioxydant qui élimine 
l’excès de radicaux libres. Ces radicaux libres jouent des rôles importants dans la signalisation 
cellulaire, mais deviennent délétères pour la cellule s’ils sont trop abondants (61).  
Il est évident que le stress oxydatif contribue au développement de la DMLA. Une 
augmentation de l’expression des enzymes antioxydants superoxide dismutase 1 et 2 (SOD1 et 
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SOD2) et de catalase (CAT), suggestive d’un stress oxydatif, est observée chez le RPE des 
patients qui ont la DMLA (70). Le tabagisme est l’un des plus grands facteurs de risque de la 
DMLA (30). Des polymorphismes au niveau des gènes codants pour les sous-unités du NADH 
déshydrogénase (complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale) (71, 72) et de la dismutase 
de superoxyde mitochondrial SOD2 (73) sont associés au risque de développer la DMLA, et 
une dégénérescence rétinienne est observée chez les souris déficientes en Sod1- (74) ou Nfe2l2- 
(75) et la souris Sod2 knockdown (76). Par opposition, la consommation d’une diète riche en 
antioxydant semble avoir un effet protecteur (33). La supplémentation combinatoire 
d’antioxydants (vitamines C et E, lutéine et zéaxanthine) et de zinc et de cuivre est aujourd’hui 
recommandée aux patients pour ralentir la progression de la DMLA de forme sèche (77).  
Plusieurs caractéristiques du RPE le rendent vulnérable aux dommages oxydatifs : 1) le 
RPE est constamment exposé à la lumière, une source de photo-oxydation, 2) il est l’un des 
tissus les plus métaboliquement actifs du corps, ingérant énormément de lipides, ce qui résulte 
en une production de ROS accrue, 3) les cellules du RPE chez l’adulte sont majoritairement 
post-mitotiques donc elles ne peuvent pas se diviser pour diminuer leur charge de 
matériaux/organelles endommagés, et 4) il est adjacent au flot de la choroïde qui est très 
richement oxygéné (61). La charge métabolique est d’autant plus élevée au niveau de la macula, 
ayant un plus grand nombre de photorécepteurs par cellules du RPE, qu’en périphérie. Les 
cellules du RPE sont le type cellulaire avec la plus grande consommation d’oxygène dans le 
corps (14).  
Les radicaux libres peuvent causer l’oxydation de protéines, des lipides et de l’acide 
désoxyribonucléique (ADN). Le 4-hydroxynonénal (4-HNE) et le malondialdehyde (MDA) 
sont des produits de peroxydation de lipides qui s’accumulent lors de la DMLA. Ces produits 
de peroxydation de lipides sont stressants pour les cellules du RPE et doivent être éliminés par 
l’exocytose, la transcytose ou l’autophagie, sans quoi ils peuvent causer la mort des cellules 
(12). Entre autres, ces produits de peroxydation de lipides ont un effet délétère sur les fonctions 
lysosomale et phagocytaire des RPE (78). Les produits de peroxydation de lipides s’attachent 
aux protéines cellulaires par liaison covalente, formant ce qu’on appelle des advanced lipid 
peroxidation end products. Les advanced lipid peroxidation end products sont présents dans les 
lipofuscines, les druses et la membrane de Bruch des patients atteints de la DMLA (79, 80).  
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L’A2E est un produit de condensation du all-trans rétinal qui est présent en grande 
quantité dans les lipofuscines du RPE. Il est l’une des sources du stress oxydatif chez le RPE : 
il est photosensibilisant et il stimule la production de H2O2 par le NADPH oxydase. Des études 
in vitro ont démontré que l’A2E provoque une dysfonction mitochondriale en combinaison avec 
la lumière (81), perturbe le métabolisme du cholestérol (82), augmente la sécrétion de cytokines 
inflammatoires et de VEGF par les cellules du RPE, ainsi que la mort cellulaire (83). 
L’administration intraveineuse d’A2E cause la dégénérescence rétinienne chez le lapin (84). 
Le fer intrarétinien augmente avec l’âge (85) et les patients qui ont la DMLA présentent 
une accumulation de fer au niveau du RPE comparés aux donneurs contrôles (86). Il n’est pas 
clair si cette accumulation de fer est une conséquence ou une des causes de la DMLA, mais 
l’inflammation, le stress oxydatif et l’hypoxie sont connus comme causant une dérégulation de 
l’homéostasie ferrique (87). Un défaut au niveau de la phagocytose des POS par le RPE a 
également été identifié comme causant une accumulation de fer dans la rétine chez le rat (88). 
L’accumulation de fer provoque à son tour un stress oxydatif par la réaction de Fenton, le 
processus catalytique par lequel le H2O2 est converti en radicaux libres toxiques par le Fe2+. 
L’administration intravitréale de fer chez la souris résulte en une augmentation de ROS chez les 
photorécepteurs, une augmentation de la peroxydation des lipides et une dégénérescence 
rétinienne (89). Les patients qui ont une déficience en céruloplasmine qui convertit le Fe2+ en 
Fe3+ manifestent une dégénérescence au niveau du RPE, leur hypo et hyperpigmentation, une 
augmentation de l’autofluorescence et des druses (90).  
 
1.1.5.3. L’inflammation 
L’inflammation est une réponse immunitaire de notre corps qui permet l’élimination de 
pathogènes et la réparation des tissus endommagés. La surveillance immune est essentielle au 
maintien de l’homéostasie rétinienne, mais lorsque l’inflammation persiste elle cause au 
contraire des dommages aux tissus. L’inflammation chronique est à la base de plusieurs 
pathologies, dont des maladies liées à l’âge (91).  
L’implication de l’inflammation dans la pathogenèse de la DMLA a été proposée pour 
la première lorsqu’il a été découvert que des polymorphismes au niveau du CFH augmentent 
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d’environ 7 fois plus le risque de développer la maladie (92). Aujourd’hui il est connu que les 
druses contiennent de multiples facteurs pro-inflammatoires, notamment le peptide b-amyloïde 
(93), la lipoprotéine de basse densité oxydée (LDLox) (94), des protéines de phases aiguës, des 
IgG et des compléments (C3, C5b-9) (95). Il semble donc qu’une inflammation locale soit 
impliquée dans la pathogenèse de la DMLA à des phases encore précoces. La DMLA est 
également associée à l’activation de cellules immunitaires résidentes (microglies, cellules de 
Müller) (96) et une infiltration de cellules immunes par la circulation choroïdienne. Les 
macrophages activés s’accumulent dans l’espace sous-rétinien des patients (97) et de plusieurs 
modèles murins, tels que nous verrons dans la section 1.1.7. Cependant, les phagocytes 
monocytaires ne sont pas les seuls à participer à l’inflammation. Les cellules du RPE peuvent 
également sécréter des cytokines pro-inflammatoires et expriment des toll-like receptors (TLRs) 
et les major histocompatibility complexes (MHCs) pour agir comme cellules présentatrices 
d’antigènes (98). 
L’activation des compléments est un système de défense immunitaire inné. Les 
compléments et leurs facteurs régulateurs sont synthétisés au foie et sont relâchés dans la 
circulation systémique. Il existe trois voies d’activation : la voie classique, la voie lectine liant 
le mannose et la voie alternative. Contrairement aux deux autres voies qui nécessitent la liaison 
de compléments aux anticorps ou à la lectine liant le mannose, la voie alternative peut débuter 
spontanément par l’hydrolyse du C3 et doit donc être régulée de façon étroite par des facteurs 
modulateurs. L’activation excessive de la cascade alternative peut résulter à une attaque de soi 
par la formation du complexe d’attaque membranaire et provoquer une réponse inflammatoire 
aberrante (99). La souris Cfh-/- (100) et la souris surexprimant le C3 (101) présentent une 
dégénérescence rétinienne, ce qui supporte l’implication du système de compléments dans la 
DMLA. Les patients qui ont la DMLA ont une concentration élevée de C3a, C3d, Ba, C5a et 
C5b-9 dans leur plasma (102). Certains compléments et leurs régulateurs peuvent être produits 
par le RPE et la choroïde. Dans la macula des patients atteints de la DMLA, il y a une diminution 
de l’expression de régulateurs négatifs du complément (103). Entre autres, le CFH qui est 
principalement sécrété du côté apical du RPE (104) est diminué dans l’atrophie géographique 
(105). Chen et coll. ont observé que les POS oxydés causent une diminution de la production du 
CFH par le RPE, suggérant que le stress oxydatif est à l’origine des problèmes (106).  
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 L’inflammasome est un complexe multiprotéinique qui détecte le danger cellulaire et qui 
implémente une défense immunitaire par la sécrétion de l’IL-1b et de l’IL-18. L’inflammasome 
peut être activé par différents stimuli comme le stress oxydatif et le C5b-9. L’activation de 
l’inflammasome requiert deux signaux : un premier signal pour augmenter de façon 
transcriptionnelle ses composantes (nucleotide-Binding Oligomerization Domain, Leucine Rich 
Repeat And Pyrin Domain Containing 3 ou NLRP3, apoptosis-associated speck-like protein 
containing a CARD ou ASC, procaspase-1) et un deuxième signal pour l’oligomérisation de ses 
composantes qui mèneront à l’activation du caspase-1 et le clivage de l’IL-1b et de l’IL-18. 
Tseng et coll. ont observé une augmentation du NLRP3 au niveau du RPE des patients qui ont 
l’atrophie géographique (107). Des études in vitro ont démontré que la lumière (108), l’A2E 
(109) et le NaIO3 (110) peuvent activer l’inflammasome chez les cellules du RPE, ce qui suggère 
que l’activation de l’inflammasome pourrait être secondaire au stress oxydatif. Les dommages 
oxydatifs au niveau de la mitochondrie (111) et la déstabilisation lysosomale (107) activent 
également l’inflammasome chez les cellules du RPE en culture. L’activation de l’inflammasome 
chez le RPE est associée à la pyroptose, la mort inflammatoire dépendante de la caspase 1 (112).  
 L’inflammation peut produire un stress oxydatif, mais il est cru que c’est plutôt le stress 
oxydatif qui cause l’inflammation dans la DMLA. La modification oxydative de lipides, de 
protéines et de l’ADN génère des oxidation-specific epitopes qui sont pro-inflammatoires. Ils 
sont reconnus comme des signaux de danger et activent le système immunitaire. Les produits 
de glycation avancé (AGEs), les phospholipides oxydés et les produits de peroxydation des 
lipides sont des exemples d’oxidation-specific epitopes qui s’accumulent dans la DMLA (61). 
En particulier, le carboxyéthylpyrrole (CEP) qui dérive de l’oxydation de l’acide 
docosahexaénoïque (DHA) des POS est bien établi comme induisant l’inflammation (113). Les 
patients souffrant de la DMLA ont une quantité plus abondante de CEP dans la rétine et d’auto-
anticorps anti-CEP dans leur plasma (114). De plus, l’immunisation des souris avec le CEP 




1.1.5.4. La dysfonction lipidique 
Les études qui ont vérifié l’association entre le niveau de lipides sériques, l’usage de 
statines ou les maladies cardiovasculaires et la DMLA ont donné des résultats inconsistants. 
Cependant, il existe bel et bien une dysfonction lipidique dans cette maladie. Les loci de 
apolipoprotein E (APOE), cholesteryl ester transfer protein (CETP), lipase C, hepatic type 
(LIPC) et ATP-binding cassette subfamily A member 1 (ABCA1), gènes régulant le transport du 
cholestérol, sont tous associés avec la DMLA (12, 116). Plusieurs modèles murins avec un 
défaut dans l’homéostasie lipidique présentent des phénotypes similaires à la DMLA, tels que 
nous verrons dans la section 1.1.7. 
Avec l’âge, la membrane de Bruch s’épaissit dû à des dépôts basaux au RPE. Il y a deux 
types de dépôts : les dépôts laminaires basals (BlamD) et les dépôts linéaires basals (BlinD) 
(12). Les BlamD désignent les dépôts qui s’accumulent entre la membrane plasmique et la 
membrane basale des cellules du RPE. Ils ont les mêmes composantes que la membrane basale : 
collagène, laminine et protéoglycanes héparan sulfate (117). Les BlamD sont seulement associés 
à la DMLA lorsqu’ils s’épaississent et qu’ils accumulent des débris hétérogènes comme des 
facteurs inflammatoires et des lipoprotéines. Les BlinD désignent les dépôts riches en lipides 
qui s’accumulent entre la membrane basale des cellules du RPE et la zone de collagène interne. 
Ils sont des marqueurs histopathologiques de la DMLA. Les druses semblent dérivées d’un 
agrandissement de BlinD qui a accumulé une grande quantité de lipides et de divers débris (118).  
Les dépôts basaux et les druses contiennent des lipoprotéines qui s’accumulent avec 
l’âge (119). Ces lipoprotéines ne dérivent pas directement du plasma, car elles sont différentes 
de celles du plasma en termes de densité, de la distribution du cholestérol et de morphologie. 
Elles ne dérivent pas non plus des POS, car elles ne contiennent pas de DHA (120). Une 
hypothèse qui a été émise est que les cellules du RPE sécrètent les lipoprotéines suite à leur 
surcharge en lipides. Le modèle de 2-lésions 2-compartiments proposent que 1) les lipoprotéines 
qui dérivent de la circulation choroïdienne sont internalisées par les cellules du RPE en tant que 
source d’énergie, 2) certaines lipoprotéines sont retenues au niveau de la matrice extracellulaire 
de la membrane de Bruch et s’accumulent avec l’âge, 3) les cellules du RPE emmagasinent les 
triglycérides dérivés de la phagocytose des POS et les recyclent vers les photorécepteurs alors 
que 4) les cholestérols non estérifiés s’assemblent en lipoprotéines et sont sécrétés du côté 
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basal ; les lipoprotéines qui s’accumulent se font oxyder et promeuvent l’inflammation (121). 
Plus récemment, la présence de dépôts du côté apical du RPE, subretinal drusenoid deposits ou 
pseudodruses, a été associée avec l’occurrence de la DMLA (122). Ces pseudodruses ont une 
composition très similaire aux druses. Les pseudodruses semblent provenir du RPE, ce qui 
suggère que la nature vectorielle des transports de lipides par le RPE est possiblement altérée 
dans la DMLA (123).  
Il a été proposé que les dépôts basaux et les druses constituent une barrière lipidique qui 
accumule des facteurs inflammatoires et qui attire les cellules immunes (124). La LDLox dans 
ces dépôts peut provoquer l’activation des compléments (125). Les oxystérols qui sont générés 
par l’oxydation des esters de cholestérols causent une augmentation de ROS, une dysfonction 
mitochondriale, une réponse inflammatoire, la production de peptide b-amyloïde et la mort 
apoptotique des cellules du RPE (126, 127). 
 
 
1.1.5.5. La dysfonction mitochondriale 
La dysfonction mitochondriale est impliquée dans de nombreuses maladies liées à l’âge 
incluant la DMLA (128). La mitochondrie est à la fois une source majeure et une cible de ROS. 
Durant la production d’adenosine triphosphate (ATP), les complexes de la chaîne respiratoire 
mitochondriale génèrent des ROS qui peuvent se répandre à l’extérieur de l’organelle. Lorsque 
la mitochondrie est endommagée, la formation de ROS est d’autant plus augmentée, surtout au 
niveau des complexes I et III (61).  
L’ADN mitochondrial encode principalement les sous-unités des complexes de la chaîne 
respiratoire. Les dommages à ce niveau sont donc critiques pour le bon fonctionnement de 
l’organelle et la production d’énergie pour soutenir les activités cellulaires (129). Auparavant, 
on pensait que la mitochondrie est dépourvue de mécanisme de réparation de l’ADN, ce qui la 
rendrait très vulnérable au stress oxydatif. Il est maintenant connu que la mitochondrie possède 
ses propres mécanismes de réparation. Néanmoins, l’ADN mitochondrial reste plus vulnérable 
que l’ADN nucléaire, car il est dépourvu d’histones (130). Les cellules du RPE provenant de 
patients avec la DMLA ont été observées comme ayant une moins bonne capacité de réparation 
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de l’ADN mitochondrial (131), ainsi qu’une augmentation de dommages au niveau de l’ADN 
mitochondrial (132). Comme les cellules du RPE sont essentiellement post-mitotiques, elles 
sont incapables de se débarrasser des mitochondries par la division cellulaire et la mitochondrie 
réplique son matériel génétique indépendamment du cycle cellulaire (129).  
Il a été observé que les altérations morphologiques de la mitochondrie associées à l’âge 
chez le RPE sont encore plus prononcées chez les patients qui ont la DMLA (133). En 
concordance avec cette observation, les cellules du RPE isolées des patients ont une respiration 
et une production d’ATP réduites comparées à celles des donneurs de mêmes âges (134).  
 
1.1.5.6. La dysfonction autophagique 
L’autophagie est un système de dégradation intracellulaire qui permet le recyclage de 
composantes cytosoliques. Il constitue un système de défense adaptatif qui protège la cellule 
contre le stress oxydatif par la dégradation de protéines et d’organelles endommagées (p. ex. les 
mitochondries). Il existe trois types d’autophagie chez les mammifères : la microautophagie, 
l’autophagie médiée par les chaperons et la macroautophagie. Seule la macroautophagie sera 
discutée. La formation d’autophagosomes, vésicules spécialisées à double membrane, implique 
plusieurs étapes : la formation de phagophores (initiation et nucléation), son élongation et la 
capture du cargo, sa fermeture et sa maturation. Une fois matures, ces autophagosomes vont 
fusionner avec les lysosomes pour la dégradation des matériaux qu’ils contiennent (135). Un 
schéma simplifié du processus autophagique est présenté à la figure 3. 
Il est de plus en plus évident que la dysfonction autophagique est impliquée dans la 
pathogenèse de la DMLA. Le stress oxydatif continu, l’accumulation de lipofuscines et les 
produits de peroxydation de lipides diminuent la fonction lysosomale et en conséquence le flux 
autophagique. Le dysfonctionnement autophagique dans un état de stress oxydatif cause une 
accumulation de protéines promptes à l’agrégation et éventuellement la mort cellulaire (135). 
Une altération de l’expression de protéines reliées à l’autophagie a été observée dans la rétine 
des humains qui ont la DMLA et des modèles murins de la DMLA (136). Golestaneh et coll. 
ont observés que les cellules du RPE isolées de patients présentent un défaut dans le flux 
autophagique : elles avaient plus d’autophagosomes en condition basale, l’autophagie induite 
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par la privation de nutriment ne diminuait pas le niveau de p62, une protéine cargo des 
autophagosomes qui lient les protéines polyubiquitinées, et la morphologie des lysosomes était 
altérée. De plus, ces cellules avaient une plus grande susceptibilité au stress oxydatif et une 
production de ROS accrue lors d’un traitement au H2O2 (137). Il est connu que la dérégulation 
de l’autophagie active l’inflammasome, probablement de façon secondaire à une dysfonction 
mitochondriale (129, 138, 139). Liu et coll. ont observé que l’inhibition de l’autophagie chez 
les cellules du RPE promeut l’inflammation élicitée par les macrophages en co-culture, ainsi 
que l’infiltration de macrophages activés dans l’espace sous-rétinien in vivo. Ils ont également 
démontré que l’inhibition de l’autophagie causent la mort cellulaire apoptotique des cellules du 
RPE in vitro. (140). Finalement, la déficience spécifique au RPE en autophagy-related 5 ou 7 
(Atg5 ou Atg7) cause une dégénérescence rétinienne chez la souris (141). 
 
Figure 3. Un aperçu de la macroautophagie 
 
Indépendamment de l’origine de la double membrane, les autophagosomes internalisent une 
portion du cytoplasme ou des cargos sélectifs, se refermant pour devenir des autophagosomes 
matures. Dans ce processus complexe, une série de protéines reliées à l’autophagie et des 
complexes de protéines sont impliqués de façon séquentielle. Les autophagosomes fusionnent 
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éventuellement avec les lysosomes pour former des autolysosomes, dans lesquels les cargos 
autophagiques sont dégradés. Les biomolécules qui en résultent sont finalement recyclées vers 
le cytoplasme. Tirée de (142). 
 
1.1.6. Les modèles in vitro des dommages oxydatifs causés au RPE 
Les cellules du RPE en culture sont un outil utile pour étudier leurs fonctions 
physiologiques et leur réponse en condition pathologique, tel que lors d’un stress oxydatif.  
Il y a deux sources de cellules du RPE pour leur étude in vitro : les cellules primaires et 
les lignées immortalisées. Dans les pays où une banque d’yeux est établie, les cellules humaines 
obtenues de cadavres sont disponibles au passage 2 (143). Les cellules du RPE fœtales ont un 
profil d’expression d’acide ribonucléique messager (ARNm) similaire aux cellules provenant 
d’adultes (144). Lorsque les cellules proviennent des humains adultes, une comparaison entre 
les cellules de patients qui ont la DMLA et celles de donneurs témoins est possible (70, 131, 
134). Lorsque les yeux humains ne sont pas disponibles, les cellules du RPE d’animaux sont 
utilisées. De façon générale, les cellules primaires ont des variabilités interindividuelles et une 
capacité réplicative limitée (143). Les lignées de RPE incluent celles qui se sont transformées 
de façon spontanée et celles qui ont été immortalisées. Elles peuvent être d’origine humaine ou 
animale, comme le RPE-J qui provient de rat. Les cellules ARPE-19 dérivent des cellules du 
RPE d’un homme de 19 ans décédé durant un accident de moto qui se sont transformées de 
façon spontanée. Cette lignée est souvent utilisée pour étudier la DMLA. Les cellules hTERT 
RPE-1 dérivent des cellules du RPE d’une fillette de 1 an qui ont ont été transfectées avec un 
plasmide exprimant le telomerase reverse transcriptase humain (hTERT). Elles sont souvent 
utilisées pour l’étude du chromosome X inactif (143). Les deux lignées présentent une capacité 
phagocytaire (145, 146), expriment les gènes associés au cycle visuel et les marqueurs du RPE 
(147, 148), forment une monocouche de morphologie « cobblestone » (148, 149) et se polarisent 
(147, 148) avec la différenciation. Lors de leur différenciation, les cellules hTERT RPE-1 
produisent de façon spontanée des pigments de mélanine (149). Les caractéristiques des cellules 
ARPE-19 diffèrent considérablement selon les conditions de culture. À un nombre de passages 
élevé, un mélange de cellules allongées et polygonales est observé (150). Mis à part les cellules 
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primaires et les lignées, l’usage de cellules du RPE dérivées de cellules souches (pluripotentes 
ou embryoniques) a également été proposé pour étudier le RPE et la DMLA (151).  
L’usage des agents oxydants/cytotoxiques est une stratégie très couramment employée 
pour étudier la réponse des cellules du RPE contre le stress oxydatif et les dysfonctions qu’elles 
présenteraient dans un contexte pathologique. Ce type de modèle est également employé pour 
valider l’effet antioxydant, cytoprotecteur et/ou anti-inflammatoire des agents 
pharmacologiques. Les agents oxydants classiques comme le H2O2 et sa forme stable tert-butyl 
hydroperoxide (152), ainsi que des métabolites cytotoxiques comme le peptide b-amyloïde 
(153), la LDLox (154) et l’A2E/all-trans rétinal en combinaison avec la photo-oxydation (155) 
sont utilisés pour induire des dommages aux cellules. L’exposition à la lumière est utilisée tant 
in vivo (156, 157) qu’in vitro (108) comme source de photo-oxydation. Dans notre étude, nous 
avons utilisé l’agent oxydant NaIO3 pour induire un stress oxydatif chez le RPE. En 1941, 
Sorsby a décrit que l’injection intraveineuse du NaIO3 induit une dégénérescence rétinienne par 
une cytotoxicité sélective au RPE (158). Dès lors, le traitement au NaIO3 a longtemps été utilisé 
comme un modèle reproductible de la DMLA de forme sèche tant chez les animaux (64, 159-
161) que chez les cellules du RPE en culture (110, 160, 162-165).  
 
1.1.7. Les modèles précliniques de la DMLA de forme sèche 
Plusieurs modèles de mammifères et de non mammifères (p. ex. les poissons-zèbres 
exposés à une lumière induisant une photo-oxydation (166)), ont été développés pour modéliser 
la DMLA. Cependant, la macula est une structure unique aux primates et il n’y a aucun modèle 
animal de la DMLA de forme sèche qui reproduit parfaitement les manifestations 
pathophysiologiques de la maladie tel qu’observé chez les humains. Quelques modèles murins 
et de primates sont présentés ici.  
Bien que la structure rétinienne des rongeurs et des humains comporte plusieurs 
différences (167), de nombreux modèles rongeurs de la DMLA de forme sèche ont été proposés. 
Ces modèles se basent sur les facteurs de risque de la DMLA : l’âge, les risques 
environnementaux (p. ex. tabagisme, diète) ou génétiques, le système de complément et d’autres 
médiateurs de l’inflammation, le stress oxydatif et la dysfonction métabolique. Souvent, 
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plusieurs facteurs sont combinés dans un seul modèle. Les caractéristiques qui sont recherchés 
dans ces modèles sont l’épaississement de la membrane de Bruch, l’accumulation de dépôts 
basaux lipidiques et protéiques, des anomalies du RPE, l’inflammation et la perte des 
photorécepteurs (168). Les modèles rongeurs ne manifestent pas d’accumulation de druses, mais 
des dépôts blanchâtres similaires sont observés, avec des compositions et une localisation 
différente des druses humains (169). Des exemples de modèles murins sont présentés au tableau 
2.  
Chez certains primates, des manifestations similaires à la DMLA ont pu être observées 
avec le vieillissement (170, 171). Chez les macaques crabiers (Macaca fascicularis), la 
composition des druses est très similaire à celle des humains (95), comportant entre autres le 
peptide b-amyloïde, la vitronectine, l’APOE et des compléments (172). De plus, des 
polymorphismes génétiques similaires ont été identifiés au niveau du HTRA1/ARMS2 qui sont 
associés au développement de druses chez les macaques Rhesus (Macaca mulatta) (173), ce qui 
suggère qu’ils partagent des facteurs de risque génétiques similaires aux humains. Les primates 
non humains développent des druses à des âges plus précoces que chez les humains : environ la 
moitié des macaques Rhesus présentent une maculopathie drusenoïdes à l’âge de 10-12 ans, ce 
qui correspondrait à 30-36 ans chez l’humain (170, 171). Dans le modèle établi par Dawson et 
coll., la majorité des singes Rhesus ont démontré l’apparition de druses vers l’âge de 5 ans (174). 
Cependant, l’atrophie géographique n’a jamais été observée chez les primates.  
Comme chez les rongeurs, le NaIO3 peut être utilisé chez les singes pour provoquer des 
changements morphologiques et fonctionnels au niveau de la rétine. Liu et coll. ont en effet 
démontré que des doses sous-létales de NaIO3 en injection intraveineuse causent une 
dégénérescence du RPE, et secondairement une dégénérescence des photorécepteurs sans 
toutefois affecter la couche rétinienne interne des singes Cynomolgus. La fonction des bâtonnets 
et des cônes mesurée par l’électrorétinographie  était également compromise dans ce modèle 
(159). En 2018, une injection intravitréenne du NaIO3 a été tentée chez les singes pour éviter la 





Tableau 2. Modèles murins de la DMLA de forme sèche 
VOIE AFFECTÉE 
Épaississem































Système du complément 
Souris Cfh-/-    ´ ´  ´ (100) 
Souris transgénique Cfh chimérique  
 ´ ´   ´ ´  
(176) 
Souris injectée à l’adénovirus exprimant le 
C3   ´  ´  ´ 
(101) 
Chimiokines 
Souris Ccl2-/- et Ccr2-/- ´ ´ ´ ´   ´ (177) 
Souris Ccl2-/-  ´ ´ ´  ´ - (178) 
Souris Cx3cr1-/-  ´   ´ ´ ´ (179) 
Souris Ccl2-/- et Cx3cr1-/- ´ ´ ´ ´ ´  ´ (180) 
Stress oxydatif 
Immunisation de la souris avec le CEP ´ ´ ´  ´ ´ ´ (115) 
Souris Sod1-/- ´ ´     ´ (74) 
Souris avec un knockdown somatique du 
sod2 ´  ´ ´   ´ 
(76) 
Souris Nfe2l2-/- ´ ´ ´ ´ ´   (75) 
Souris Nfe2l2-/- et Pgc1a-/- ´ ´    ´ ´ (181) 
Souris Pgc1a+/- avec une diète riche en 
gras ´  ´    ´ 
(182) 
Souris exposée à la fumée de cigarette +/- 
une diète riche en gras +/- une lumière 
bleue 
´ ´      
(156) 
Injection systémique de la souris avec le 
NaIO3   ´   ´ ´ 
(161) 
Métabolisme du glucose/lipide 
Souris âgées soumises à une diète riche en 
gras +/- une lumière bleue ´ ´      
(157) 
Souris avec une diète à index glycémique 
élevé ´ ´     ´ 
(183, 184)  
Souris Apoe-/- ´ ´      (185) 
Souris transgénique APOE*4 +/- une diète 
riche en gras ´ ´ ´    ´ 
(186) 
Souris transgénique APOE*3-Leiden +/- 




Souris transgénique APOB100 avec une 
diète riche en gras ´ ´      
(188) 
Souris Ldlr-/- avec une diète riche en gras ´ ´      (189) 
Souris Cd36-/- ´      ´ (190, 191) 
Souris Best1Cre Abca1f/f; Abcg1 f/f 
   ´   ´ ´ 
(192) 
Autres 
Souris de sénescence accélérée ´ ´      (193) 
Souris Best1 Cre Dicer1 f/f   ´     (194) 
Souris transgénique mcd/mcd ´ ´ ´ ´   ´ (26) 
Souris Itgb5-/-       ´ (27) 
Souris Best1 Cre Rb1cc1 f/f  ´ ´ ´ ´ ´ ´ (195) 
Souris Best1-rtTA Cre Atg5 or Atg7 f/f   ´    ´ (141) 
 
 
1.1.8. Les stratégies thérapeutiques actuelles de la préservation du RPE 
et des photorécepteurs 
À ce jour, il n’y a aucun traitement curatif approuvé pour la DMLA de forme sèche. Des 
suppléments d’antioxydants (vitamine C et E, lutéine, zéaxanthine), de zinc et de cuivre sont 
suggérés pour ralentir sa progression. Cependant, la supplémentation en antioxydants est 
efficace pour ralentir la progression de la maladie seulement à des stades avancés et ne prévient 
pas la maladie (196-198). La régénération du RPE par les cellules souches est prometteuse pour 
les patients qui sont à des stades avancés aussi. Il y a donc un besoin urgent pour des traitements 
qui pourraient prévenir ou ralentir la progression de la DMLA de forme sèche à des stades 
précoces. Les stratégies des agents pharmacologiques qui ont été ou qui sont en investigation 
incluent la modulation du stress oxydatif, l’amélioration de la perfusion choroïdienne, la 
neuroprotection, la réduction de métabolites toxiques (anti-b-amyloïde), la modulation du cycle 
visuel (diminution de l’accumulation de l’A2E et de la lipofuscine), la suppression de 
l’inflammation et l’amélioration de la fonction mitochondriale (199, 200).  
 
1.2. Le CD36 
Depuis sa découverte, le récepteur éboueur cluster of differentiation 36 (CD36, aussi 
appelé fatty acid translocase ou scavenger receptor class B type 2) a suscité beaucoup d’intérêt 
en raison de son caractère multiligand. Son expression dans une vaste diversité de tissus 
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témoigne les multiples fonctions physiologiques du CD36. Étant impliqué dans de nombreuses 
conditions pathologiques à caractère métabolique et inflammatoire, le CD36 est une cible 
thérapeutique intéressante (201, 202).  
 
1.2.1. Le CD36, un récepteur multiligand 
Le CD36 est une protéine transmembranaire de 88 kDa qui est hautement glycosylée 
(203, 204). Il partage une structure similaire avec les autres membres de la famille des récepteurs 
éboueurs de classe B, le scavenger receptor class B type 1 (SR-B1) et lysosomal integral 
membrane protein-2 (LIMP2), soit une large boucle extracellulaire avec deux domaines 
transmembranaires et les deux extrémités terminales se situant dans le cytoplasme (205). Il 
contient plusieurs sites de modifications post-traductionnelles qui régulent, entre autres, sa 
distribution cellulaire (206) (Figure 4). 
Le CD36 a plusieurs ligands lipidiques et protéiques. Les acides gras à longues chaînes 
(207), les phospholipides (208, 209), la LDLox (210), la thrombospondine-1 (TSP-1) (211), le 
peptide b-amyloïde (212), la phosphatidylsérine des cellules apoptotiques (213) et les AGEs 
(214) sont des exemples de ligands endogènes. Le CD36 reconnaît aussi des composantes 
spécifiques de la paroi bactérienne et joue un rôle important dans la défense contre les agressions 
pathogènes (215-217). 
Le CD36 est présent non seulement à la surface des cellules, mais aussi au niveau de 
l’endosome, du réticulum endoplasmique (ER) et de la mitochondrie (218). Au niveau de la 
membrane plasmique, le CD36 est généralement présent dans les microdomaines riches en 
cholestérol (lipid rafts), dans lesquels il peut former des associations fonctionnelles avec 
d’autres protéines comme la cavéoline-1. Il a été suggéré que ces interactions protéine-protéine 
permettent la stabilisation du CD36 à la membrane (219). En absence de ligands, les récepteurs 
CD36 se trouvent dans des nanoclusters préformés, ce qui semble faciliter la liaison avec ses 
ligands multivalents (p. ex. LDLox) et l’activation des voies de signalisation une fois qu’ils sont 
liés aux ligands (220, 221). La liaison d’un ligand au CD36 initie l’internalisation du complexe 
CD36-ligand ou la phagocytose. La signalisation intracellulaire activée par les ligands du CD36 






Figure 4. Représentation schématique de la topologie putative du CD36 et des 
modifications post-traductionnelles connues 
 
Le CD36 possède 2 domaines transmembranaires, avec ses petites extrémités cytoplasmiques 
étant palmitoylées. Le carboxyterminal contient aussi 2 sites d’ubiquitination. La grande boucle 
extracellulaire contient 10 sites de N-glycosylation et deux sites de phosphorylations. La 
localisation du site O-GlcNAcylation n’est pas encore connue. Les liaisons disulfures entre les 
cystéines extracellulaires sont montrées. La région ombrée désigne la poche hydrophobique qui 
est impliquée dans la liaison au ligand et qui sert de tunnel par lequel les ligands sont livrés de 
l’espace extracellulaire au feuillet externe de la bicouche de phospholipides membranaires. Les 
flèches et les nombres indiquent les résidus d’acides aminés approximatifs. Tirée de (206). 
 
1.2.2. Les fonctions physiologiques du CD36 
Le CD36 a initialement été identifié sur la membrane des plaquettes vers la fin des 
années 70 (222). Des années plus tard, il a été découvert comme étant identique à la protéine 
membranaire des monocytes/macrophages qui est reconnue par l’anticorps monoclonal OKM5 
(203, 223). Le CD36 est également présent sur d’autres phagocytes professionnels, les 
microglies et les cellules dendritiques, chez lesquels il agit comme médiateur de l’inflammation. 
Il est exprimé chez les cellules endothéliales où il joue un rôle dans l’angiogenèse. Plusieurs 
types cellulaires impliqués dans le stockage et l’utilisation d’énergie comme les adipocytes, les 
hépatocytes et des myocytes expriment le CD36. Il régule de cette façon l’homéostasie lipidique 
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et la balance énergétique. Le CD36 joue un rôle dans la perception des acides gras à longues 
chaînes chez les neurones gustatifs et dans l’hypothalamus ventromédian. Finalement, certaines 
cellules épithéliales spécialisées comme celles du RPE expriment également le CD36 (201). 
Quelques fonctions pertinentes dans le contexte de la DMLA seront décrites ci-dessous.  
 
1.2.2.1. Le métabolisme lipidique et la balance énergétique 
Les acides gras à longues chaînes servent de source pour générer l’énergie cellulaire. Le 
CD36 en tant que translocase d’acides gras facilite le transport d’acides gras à longue chaîne 
vers l’intérieur de la cellule. Il joue un rôle dans de multiples aspects du métabolisme des acides 
gras incluant la perception gustative des lipides, l’absorption intestinale et l’utilisation des 
acides gras par les muscles et les tissus adipeux (224).  
À court terme, le recyclage vésiculaire du CD36 entre l’endosome et la membrane 
plasmique régule le taux d’internalisation d’acides gras par les cellules (218, 225). À long terme, 
l’augmentation transcriptionnelle de l’expression du CD36 semble accroître l’internalisation et 
l’utilisation des acides gras par les tissus. L’expression du CD36 est contrôlée par la famille des 
facteurs de transcription peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) de façon tissu-
dépendant. Les acides gras, les acides gras oxydés, les métabolites d’acides gras comme les 
esters d’acyl-CoA et les écosanoïdes servent d’agonistes des PPARs et résultent en la 
transcription de plusieurs gènes impliqués dans l’utilisation des acides gras, notamment dans 
leur b-oxydation. Le CD36 est à son tour un gène cible des PPARs (224). L’activation du CD36 
peut augmenter l’activité du PPARg indépendamment de l’internalisation de lipides. 
L’activation du CD36 par l’EP80317, un ligand peptidique, mène à l’augmentation de la 
production du 15d-PGJ2 qui est un agoniste du PPARg (226). 
Les souris Cd36-/- présentent un niveau de lipides plasmatiques élevé et une 
hypoglycémie qui est attribuable à une diminution de la capture des acides gras par les muscles 
cardiaques et squelettiques et les tissus adipeux (227). Plusieurs études ont suggéré une 
contribution de la capture des lipides par le CD36 dans le développement de syndromes 
métaboliques  comme l’obésité (228, 229), la résistance à l’insuline (230, 231) et la stéatose 
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hépatique non alcoolique (232, 233). Le CD36 a été extensivement étudié dans l’athérosclérose : 
par sa capacité à lier et à internaliser les lipoprotéines modifiées (p.ex. LDLox), il contribue à 
l’accumulation de lipides chez les macrophages et à la formation subséquente de cellules 
spumeuses (234), ainsi qu’à l’inflammation (235). 
 
1.2.2.2. L’inflammation 
Les pathogen recognition receptors (PRRs) sont des récepteurs qui reconnaissent les 
signaux de danger endogènes (danger-associated molecular patterns ou DAMPs) et exogènes 
(pathogen-associated molecular patterns ou PAMPs) et, par conséquent, activent une cascade 
de signalisation intracellulaire, suivi d’une réponse inflammatoire. Les TLRs sont une famille 
de PRRs qui reconnaissent de nombreux ligands d’origine bactérienne, virale, protozoaire et 
fongique (236). Le CD36 est connu comme étant un co-récepteur des complexes 
hétérodimériques des TLRs en aidant la reconnaissance de certains PAMPs et DAMPs. Il agit 
comme co-récepteur de l’hétérodimère TLR2-TLR6 pour la reconnaissance de certains motifs 
du Staphylococcus aureus par les macrophages (216, 217). Il est impliqué dans la production de 
cytokines pro-inflammatoires et l’activation de l’inflammasome induites par l’hétérodimères 
TLR4-TLR6 en réponse au LDLox et au peptide b-amyloïde (237, 238). Il participe de cette 
façon à l’inflammation stérile dans des maladies comme l’athérosclérose et la maladie 
d’Alzheimer. La phagocytose des pathogènes (215) et des cellules apoptotiques (213) est 
également une fonction importante du CD36 dans l’inflammation.  
Le CD36 régule également l’inflammation en tant que récepteur du CD5 molecule like 
(CD5L ou apoptosis inhibitor of macrophage) (239). Le CD5L est une protéine soluble dont 
l’expression est régulée de façon transcriptionnelle par le Liver X receptor alpha (LXRa) (240). 
Il a été découvert en 1997 en tant que protéine sécrétée par les macrophages (241), mais il est 
également exprimé par d’autres cellules et se trouve en grande quantité (de l’ordre du µg/mL) 
dans le plasma (242) de façon liée aux immunoglobulines de type M (IgM) (243). Son 
expression est augmentée lors de certaines infections (244) et dans des pathologies à caractère 
métabolique comme l’athérosclérose (au niveau des cellules spumeuses) (245) et l’obésité chez 
la souris (243). Les effets du CD5L sont dépendants du contexte et du type cellulaire. Il inhibe 
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l’apoptose des macrophages exposés au LDLox et augmente l’internalisation de LDLox, ce qui 
peut promouvoir la progression de l’athérosclérose (245, 246). Il diminue la sécrétion de 
cytokines pro-inflammatoires induite par les TLRs et augmente à la place celle de l’interleukine 
10 (IL-10) en stimulant l’autophagie (247), augmente la capacité phagocytaire (248) et 
mycobactéricide (249) des macrophages et promeut l’inflammation dans l’obésité par 
l’augmentation de l’efflux d’acides gras par les adipocytes (250).  
 
1.2.2.3. L’angiogenèse 
En tant que récepteur de la TSP-1, le CD36 est un régulateur négatif de l’angiogenèse 
au niveau des cellules endothéliales de la microvasculature. Il inhibe l’angiogenèse induite par 
le VEGF et cause à la place l’apoptose médiée par la caspase 3 (251).  
 
1.2.3. Le rôle du CD36 chez le RPE 
Dans la rétine de primate, l’expression du CD36 est détectable par immunohistochimie 
au niveau des choriocapillaires, du RPE, des segments internes des photorécepteurs, de la 
couche plexiforme externe et de la couche de cellules ganglionnaires (252). Houssier et coll. ont 
observé que le CD36 chez les cellules du RPE est exprimé majoritairement du côté basal chez 
la souris (191). Il est également connu que les microglies résidentes et les macrophages qui 
s’infiltrent en condition pathologique expriment le CD36 (201). 
Trois récepteurs sont connus comme étant impliqués dans la phagocytose des POS : 
l’intégrine aVb5, le Mer tyrosine kinase (MerTK) et le CD36. Il a été proposé que ces trois 
récepteurs coordonnent ensemble la phagocytose des POS par le RPE. Les souris déficientes en 
MerTK (25), en intégrine aVb5 (27) ou en CD36 (191) présentent toutes une dégénérescence 
rétinienne, ce qui montre l’importance de l’activité phagocytaire du RPE dans l’homéostasie 
rétinienne. L’intégrine aVb5 est nécessaire à la liaison des POS, ce qui active une voie de 
signalisation, et régule l’initiation de la phagocytose en suivant le cycle circadien. Suite à cette 
liaison des POS, le MerTK est activé et induit l’internalisation des POS (253). Le rôle du CD36 
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dans la phagocytose des POS par le RPE a initialement été démontré par Ryeom et coll. en 1996. 
Le groupe a observé que des anticorps contre le CD36 diminuent l’internalisation des POS par 
les cellules du RPE en culture. Ce même groupe a également démontré que la transfection d’une 
lignée de mélanome humaine par le CD36 lui confère la capacité d’internaliser les POS (254). 
Cependant, Sun et al. ont démontré plus tard que les cellules du RPE de souris Cd36-/- ont une 
capacité phagocytaire similaire à celles de souris de type sauvage (255). Le CD36 serait donc 
suffisant, mais non nécessaire à la phagocytose des POS. Curieusement, Finnemann et coll. ont 
observé que des IgG anti-CD36 bivalents accélèrent la phagocytose des POS par les cellules du 
RPE alors que des fragments Fab monovalents l’inhibent. De plus, lorsque la phagocytose est 
inhibée par des anticorps contre l’intégrine aVb5, la présence d’anticorps contre le CD36 
accélère la phagocytose des POS déjà liés à la cellule (146). Ces données suggèrent une fonction 
modulatrice du CD36 sur la cinétique d’internalisation des POS. Les auteurs de ces études ont 
proposé que la liaison des POS au CD36 servirait peut-être comme signal « eat-me » pour 
accélérer la phagocytose. Les POS sont riches en lipides insaturés, surtout en DHA qui peuvent 
subir l’oxydation. Sun et coll. ont observé que les phosphatidylcholines oxydées dérivées du 
DHA servent de ligands pour le CD36. Le CD36 est donc possiblement impliqué dans 
l’augmentation de la phagocytose des POS en réponse aux dommages causés par la photo-
oxydation (255). Les Rats Hypertensifs Spontanés (SHR) qui présentent plusieurs mutations au 
niveau du Cd36 ont une sensitivité accrue aux dommages rétiniens induits par la lumière (256), 
ce qui supporte l’hypothèse émise par Sun et coll. 
En 2010, une étude menée au laboratoire du Dr. Ong a montré que le CD36 participe à 
l’internalisation de LDLox par le RPE chez la souris. Premièrement, la souris déficiente en Cd36 
présente une accumulation de LDLox dans la région sous-rétinienne. Deuxièmement, nous 
avons observé une accumulation de LDLox dans le RPE suite à l’administration systémique de 
LDLox couplé à un fluorophore chez la souris Cd36+/+, mais pas chez la souris Cd36-/-. 
Troisièmement, l’internalisation de LDLox par les cellules du RPE de souris Cd36-/- en culture 
était presque absente. La déficience en Cd36 chez la souris était également associée à un 
épaississement de la membrane de Bruch, ce qui suggèrerait que le CD36 joue un rôle important 
dans la clairance de lipides de la région sous-rétinienne (190).  
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Malgré que le CD36 soit le récepteur de la TSP-1 qui régule de façon négative 
l’angiogenèse, la souris déficiente en Cd36 et le rat SHR développent une atrophie choroïdienne. 
La phagocytose des POS par le RPE stimule l’expression de plusieurs gènes, dont le 
prostaglandin endoperoxide synthase 2 (PTGS2, aussi connu sous le nom de cyclo-oxygénase 
2) qui contrôle la production du VEGF. Houssier et coll. ont observé que l’expression protéique 
du PTGS2 et du VEGF est réduite chez la souris déficiente en Cd36 et le rat SHR. Notamment, 
l’augmentation transcriptionnelle de l’expression du Ptgs2 et du Vegf suite à la phagocytose des 
POS était moindre chez les cellules du RPE du rat SHR que chez celles du rat Wistar. Ces 
données démontrent que le CD36 est nécessaire à l’induction de l’expression du PTGS2 et la 
production subséquente du VEGF suite à la phagocytose des POS. De plus, la stimulation du 
CD36 par un anticorps était suffisante pour induire une augmentation de l’expression du Ptgs2 
(191). 
 
1.3 Les ligands sélectifs du CD36 analogues du GHRP-6 
1.3.1. Des GHRPs aux azapeptides 
Les growth hormone-releasing peptides (GHRPs) sont de petits peptides synthétiques 
dérivés de la méthionine-enképhaline. Ils ont été synthétisés pour la première fois en 1976 par 
Bowers alors qu’il était à la recherche de composés pouvant stimuler la sécrétion de l’hormone 
de croissance tout en étant dépourvus d’activité opiacée (257). Dès lors, d’autres analogues 
peptidiques ont été synthétisés, incluant l’hexaréline (His-d-2MeTrp-Ala-Trp-d-Phe-Lys-NH2) 
qui est un analogue du GHRP-6 (His-d-Trp-Ala-Trp-d-Phe-Lys-NH2) métaboliquement plus 
stable que les autres GHRPs (258). Comme les autres GHRPs, l’hexaréline stimule la sécrétion 
de l’hormone de croissance en liant le growth hormone secretagogue receptor type 1a (GHS-
R1a), mais il a aussi été observé comme ayant des effets sur le système cardiovasculaire. En 
2002, Bodart et coll. ont découvert que la liaison de l’hexaréline sur le CD36 est responsable de 
ses effets vasculaires (259). Des études ultérieures ont démontré que l’hexaréline se lie au CD36 
à un domaine qui chevauche le site de liaison des LDLox (260), et qu’il a un effet anti-
athérosclérotique (261). L’EP80317 (Haic-D-Mrp-D-Lys-Trp-D-Phe-Lys-NH2), un analogue 
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des GHRPs avec une structure similaire à l’hexaréline, mais qui se lie sélectivement au CD36, 
a aussi démontré des effets anti-athérosclérotiques (262). 
Les azapeptides sont des analogues de peptides dans lesquels un ou plusieurs acides 
aminés sont remplacés par un N-aminourée. La substitution d’un centre a-carbone par un 
groupement azoté crée une contrainte de conformation, repliant l’analogue peptidique. Les 
azapeptides en tant qu’agents pharmacologiques ont en général des avantages 
pharmacodynamiques et pharmacocinétiques avec une sélectivité plus élevée, une durée 
d’action prolongée et une meilleure stabilité métabolique (263). Des séries d’azapeptides ont 
été synthétisées à partir des GHRPs dans le but de cibler le CD36 dans le traitement de diverses 
pathologies (264). Le MPE-001 (His-d-Trp-Ala-azaTyr-d-Phe-Lys-NH2), un azapeptide qui a 
une meilleure sélectivité pour le CD36 que l’EP80317 et une meilleure affinité que les autres 





Figure 5 : Structure du MPE-001 
 
Tiré de (266). 
 
1.3.2. Le potentiel thérapeutique des ligands du CD36 dans la 
DMLA : les évidences actuelles 
 Plusieurs évidences nous incitent à croire que le CD36 serait une cible intéressante dans 
le traitement de la DMLA, la plus grande évidence étant que la déficience du Cd36 chez la souris 
cause une accumulation de dépôts sous-rétiniens et une dégénérescence rétinienne (191). Des 
ligands naturels du CD36 s’accumulent dans la rétine des patients qui ont la DMLA, dont 
plusieurs qui promeuvent l’inflammation ou qui sont cytotoxiques. Les b-amyloïdes (93), les 
LDLox (94), les AGEs (267) et les cellules apoptotiques (268) en sont des exemples. Il ne serait 
donc pas surprenant que le CD36 participe dans l’inflammation et l’homéostasie lipidique dans 
la rétine en condition pathologique.  
Deux de nos études antérieures effectuées chez la souris supportent l’effet thérapeutique 
potentiel des ligands du CD36 analogues du GHRP-6 dans la DMLA de forme sèche. La 
première étude est celle de Picard et al. dans laquelle il a été démontré que l’EP80317 
(administré par injections sous-cutanées) diminue l’épaississement de la membrane de Bruch et 
préserve la fonction des photorécepteurs mesurée par l’électrorétinographie de la souris apoe-/- 
soumise à une diète riche en gras (190). La deuxième étude est celle de Turcotte et coll. qui ont 
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démontré que les ligands azapeptidiques du CD36 (administré par injections sous-cutanées) 
diminuent l’accumulation de phagocytes mononucléaires activés marqués par le ionized 
calcium-binding adapter molecule 1 (Iba1) dans l’espace sous-rétinien de la souris apoe-/- 
soumise à un stress photooxydatif par exposition à la lumière bleue. Cet effet était associé à une 
diminution de la sécrétion de cytokines et de la production d’oxyde nitrique par les macrophages 
J774 stimulés par le (R)-fibroblast-stimulating lipopeptide 1 (R-FSL 1), un agoniste du TLR2, 
en présence de l’azapeptide MPE-001. Cet effet modulateur sur la sécrétion des cytokines 
proinflammatoires a également été observé avec les  macrophages péritonéaux de souris 
polarisés en phénotype pro-inflammatoire M1, suggérant le caractère  immunomodulateur de 
cet azapeptide  (269).  
Nous avons précédemment démontré que l’EP80317 diminue l’internalisation de LDLox 
et promeut l’efflux du cholestérol chez les macrophages. L’augmentation de l’efflux était 
dépendant du PTGS2 et du PPARg. Une augmentation de l’expression des transporteurs ABCA1 
et ABCG1 impliqués dans le transfert du cholestérol dans la genèse des lipoprotéines de haute 
densité (HDL) a également été observée (226, 262). Les cellules du RPE de patients qui ont la 
DMLA présentent une augmentation de gouttelettes lipidiques (137), ce qui a incité Storti et 
coll. à proposer que l’efflux du cholestérol est important pour les cellules du RPE qui 
phagocytent une grande quantité de lipides contenus dans les POS et qu’un défaut dans cet efflux 
pourrait contribuer au développement de la DMLA. En générant des souris qui sont déficientes 
en abca1 et abcg1 spécifiquement au niveau du RPE, le groupe a démontré que l’absence de ces 
transporteurs du cholestérol cause une dégénérescence rétinienne (192). Il n’est 
malheureusement pas encore connu si le CD36 régule de quelconque façon l’efflux du 
cholestérol par les cellules du RPE.  
Comme mentionné plus haut, le CD36 joue un rôle dans la régulation de l’angiogenèse. 
Certains azapeptides analogues du GHRP-6 ont un effet proangiogénique (265). Le MPE-001, 
au contraire, a été démontré comme étant un inhibiteur de l’angiogenèse (265, 269). Un effet 
proangiogénique serait néfaste dans le contexte de la DMLA de forme humide, alors qu’un effet 
anti-angiogénique serait bénéfique dans ce contexte, mais pourrait potentiellement aggraver 
l’atrophie géographique. Dans le but de générer des ligands du CD36 avec une activité 
immunomodulatrice mais qui n’affectent pas l’angiogenèse, des azasulfurylpeptides analogues 
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du GHRP-6 ont été synthétisés. En utilisant des explants choroïdiens, il a été observé que le His-
D-Trp-Ala-(4-F)AsF-D-Phe-Lys-NH2 affecte peu l’angiogenèse avec un effet encore plus 
prononcé que le MPE-001 dans la modulation de l’inflammation induite par les macrophages 
(269).  
La modulation du stress oxydatif pour préserver la fonctionnalité et augmenter la survie 
des cellules du RPE figure parmi les stratégies proposées pour le traitement de la DMLA de 
forme sèche. Malgré qu’il soit connu comme un récepteur de phospholipides et de lipoprotéines 
oxydés, nul ne sait si le CD36 a un rôle à jouer dans la modulation du stress oxydatif. Cependant, 
le niveau d’expression du CD36 est associé au statut redox dans plusieurs contextes 
pathologiques. Chez la souris Cd36-/-, la génération de ROS durant l’ischémie cérébrale est 
beaucoup moins élevée que chez la souris de type sauvage. L’expression du Cd36 est augmentée 
lors d’une ischémie cérébrale et le traitement par antioxydant diminue cette induction de 
l’expression du Cd36 (270). Cho et coll. ont démontré que le peptide antioxydant SS31 empêche 
le stress oxydatif lors de l’ischémie-reperfusion cérébrale de façon dépendante du CD36 (271). 
Le traitement intraveineux de la souris avec le ligand du CD36 CP-3 diminue la production de 
ROS après l’ischémie-reperfusion coronaire (272). Chez le RPE, il y a une corrélation entre 
l’expression du CD36 (ARNm, protéine et expression à la surface de la cellule) et les ROS 
induits par l’hypoxie. La diminution du ROS ou l’inhibition de la peroxydation des lipides 
bloquent l’augmentation de l’expression du CD36 induite par l’hypoxie (273). 
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2. Hypothèse de travail et objectifs 
Bien que nous ayons précédemment démontré l’effet protecteur des ligands du CD36 
analogues du GHRP-6 contre la dégénérescence rétinienne des souris Apoe-/- soumises à une 
diète riche en gras et en cholestérol (190), nous n’avons jamais vérifié si ces ligands du CD36 
exercent un effet protecteur contre le stress oxydatif sur le RPE. Pour cette raison, nous avons 
émis l’hypothèse et les objectifs suivants.  
 
Hypothèse 
Notre hypothèse est que les azapeptides ligands du CD36 protègent les cellules du RPE contre 
le stress oxydatif.  
 
Objectifs 
1) Évaluer l’effet antioxydant et cytoprotecteur du MPE-001 sur les cellules du RPE 
exposées au stress oxydatif,  
2) Élucider le mécanisme par lequel le MPE-001 exerce son effet antioxydant, 
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Abstract 
Oxidative damages to the retinal pigment epithelium (RPE) that maintains photoreceptor 
integrity play a central role in the pathogenesis of age-related macular degeneration (AMD). 
Our previous study revealed a photoreceptor-preserving effect of CD36 ligands in a mouse 
model of AMD. Their effect on the RPE, however, remained to be elucidated. The present study 
aimed to investigate the cytoprotective effect of the CD36 ligand MPE-001 in RPE cells exposed 
to oxidative stress. Oxidative stress was induced in the human cell line hTERT RPE-1 using 
NaIO3. MPE-001 was observed to decrease NaIO3-induced reactive oxygen species formation 
and apoptosis, with no transcriptional effect on antioxidant enzymes. Immunoblotting and 
immunostaining showed that NaIO3 disrupts autophagic flux while MPE-001 restores it. This 
 
40 
effect of MPE-001 was associated with an increase in STX17-positive mature autophagosomes. 
The effect of MPE-001 on cellular viability and NaIO3-induced mitochondrial superoxide 
formation was completely abolished by the autophagy inhibitors wortmannin and/or 
bafilomycin A1. In conclusion, we report for the first time that a CD36 ligand confers protection 









• The CD36 ligand MPE-001 protected RPE cells from NaIO3-induced cytotoxicity. 
• NaIO3 inhibited autophagic flux and MPE-001 restored it. 
• Targeting CD36 might be a promising strategy in preserving RPE integrity in dry AMD.  
Introduction 
 
 Age-related macular degeneration (AMD) is a leading cause of visual impairment in the 
elderly population (1). It is categorized into two forms depending on the pathophysiological 
features: the wet (or neovascular) form and the dry (also termed atrophic or non-neovascular) 
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form. Some hallmarks of dry AMD are accumulation of drusen, complex lipidic and proteic 
deposits, abnormality of the retinal pigment epithelium (RPE) and atrophy of the photoreceptor 
layer in the macular region of the retina (2). Although efficient treatments are available for the 
wet form, there is no cure or treatment that can prevent dry AMD (3). 
The RPE is a monolayer of polarized epithelial cells located posterior to and in very 
intimate contact with photoreceptors. It is responsible for the maintenance of photoreceptors 
through daily phagocytosis of shed photoreceptor outer segments (POS). Oxidative stress and 
inflammation are two insults that are thought to cause RPE dysfunction and loss that precede 
photoreceptor degeneration in dry AMD. The RPE is prone to oxidative stress due to 1) constant 
exposure to photo-oxidative light, 2) a highly oxygenated environment and 3) its high metabolic 
activity (2). Increased mitochondrial DNA damage (4) and expression of antioxidant enzymes 
(5) have been observed in the eyes of AMD patients. Smoking as a risk factor of AMD (6) and 
development of AMD-like phenotype in Sod1- (7) or Nfe2l2- (8) deficient or Sod2 knockdown 
(9) mice also support a role for oxidative stress in the pathogenesis of AMD.  
One of the adaptive mechanisms that protect the cell against oxidative damages is 
autophagy. It involves the formation of specialized vesicles (autophagosomes) that engulf and 
target damaged proteins and organelles to lysosomal degradation. Following autophagy 
initiation, phagophore elongates to sequestrate cargo and closes to form a mature 
autophagosome, which will then fuse with lysosomes (10). It is increasingly evident that 
autophagy malfunction is involved in the pathogenesis of AMD. RPE cells from AMD donors 
were shown to have a decreased autophagic flux and an increased susceptibility to oxidative 
damages (11). Moreover, RPE-specific deficiency in autophagy-related 5 or 7 (Atg5 or Atg7) 
leads to retinal degeneration in mice (12). 
CD36 is a scavenger receptor first identified as a transporter of fatty acids into the cell. 
Most commonly known for its role in the innate immune response and lipid homeostasis, it is 
expressed in diverse cell types including RPE cells (13). Endogenous ligands of CD36 are 
known to accumulate within the retina in AMD, several of which promote inflammation. Those 
include â-amyloids (14), oxidized low-density lipoproteins (oxLDL) (15), advanced glycation 
end products (16) and apoptotic cells (17). In addition, we previously reported that CD36 
mediates the clearance of subretinal deposits in mice (18), suggesting its involvement in lipid 
handling in the diseased retina. EP80317, a derivative of growth hormone-releasing peptide-6 
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(GHRP-6) and a selective ligand of CD36, has been shown to preserve photoreceptor function 
in Apoe-/- mice fed with high fat high cholesterol diet (18). More recently, it was observed that 
azapeptide derivatives of GHRP-6 diminish the infiltration of immune cells into the subretinal 
space of Apoe-/- mice under photo-oxidative stress (19). However, the potential effect of these 
unique synthetic CD36 ligands in RPE protection from oxidative stress has yet to be documented. 
In the present study, we explored the cytoprotective effect of the novel CD36 ligand azapeptide 
MPE-001 on a human RPE cell line exposed to oxidative stress, with a focus on the unexpected 
role of autophagy in mediating this effect.  
 
Materials and methods 
 
hTERT RPE-1 culture and treatments 
 
hTERT RPE-1 (CRL-4000; American Type Cell Collection) cells were cultured in 
DMEM/Ham’s F12 (Wisent Bio Products) with 10% FBS (Sigma-Aldrich), 100 U/mL 
penicillin and 100 µg/mL streptomycin (Wisent Bio Products). Cells were maintained at 37 °C 
in 5% CO2 atmosphere. Cells of passage 8 to 18 were used. After each passage by trypsinization, 
cells were incubated for at least 48 hours and until 90-100% confluence before treatments, 
unless otherwise specified. Sodium iodate (NaIO3) was purchased from Wako Pure Chemical 
Industries and was freshly diluted in complete media before each experiment. N-acetyl-L-
cysteine (NAC) was purchased from Sigma Aldrich and was also freshly diluted in complete 
media before experiments. pH of NAC-containing media was adjusted back to its original pH 
using NaOH. Bafilomycin A1, wortmannin and cytochalasin D were purchased from Sigma 
Aldrich, MitoParaquat (MitoPQ), MitoTEMPO and Mitoquinol (MitoQ) were from Cayman 
Chemical and trifluoromethoxy carbonylcyanide phenylhydrazone (FCCP) was from Agilent 
Technologies.  
 




CM-H2DCFDA and MitoSOX Red (Invitrogen) were used to assess total cellular ROS 
and mitochondrial superoxide formation, respectively. Cells in a black 96-well plate were 
incubated with 10 µM CM-H2DCFDA for 30 minutes or with 2.5 µM MitoSOX Red for 15 
minutes in phosphate-buffered saline (PBS) at 37 °C. Fluorescence intensity 
(excitation/emission = 495/525 for CM-H2DCFDA and 510/580 for MitoSOX Red) was 
measured using Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader (BioTek Instruments). 
When normalization to cell number was required, cells were additionally stained with Hoechst 
33342 (1 µg/mL for 10 minutes; Thermo Scientific). At least 5 image acquisitions per well were 
carried out using CQ1 confocal quantitative image cytometer (Yokogawa Electric Corporation) 
to determine fluorescence intensity per cell. All conditions were analyzed at least in triplicates.  
 
Viability assay and lactate dehydrogenase (LDH) release 
 
2 500 cells and 5 000 cells per well were seeded in a 96-well plate, cultured for 48 hours, 
treated and assessed for viability (Cell Counting Kit-8, CCK-8; Dojindo Molecular 
Technologies) and LDH release (LDH assay kit; Dojindo Molecular Technologies), respectively. 
Both assays were carried out following manufacturer’s protocols. All conditions were analyzed 
at least in triplicates.  
For the assessment of viability following low concentration NaIO3 treatments (1, 2.5 and 
5 mM), 2 000 cells per well seeded in a black 96-well plate were cultured for 48 hours and then 
treated daily for 72 hours. Images acquisition and nuclei count (Hoechst 33342) in 3 to 5 areas 
per well was carried out using CQ1 confocal quantitative image cytometer. All conditions were 
analyzed at least in triplicates. 
 
Caspase 3/7 activity 
 
Cells in a black 96-well plate were incubated for 30 minutes at 37 °C with 5 µM 
CellEvent Caspase-3/7 Green Detection Reagent (Invitrogen) in PBS with 5% FBS, and then 
with Hoechst 33342. Image acquisitions and analysis were carried out using CQ1 confocal 
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quantitative image cytometer. Proportion of cells with active caspase 3/7 was determined in 5 
areas per well. All conditions were analyzed at least in triplicate.  
 
Mitochondrial membrane potential 
 
Mitochondrial depolarization was assessed using JC-1 dye (Invitrogen). 5 000 cells per 
well were seeded and cultured for 48 hours in a black 96-well plate. Cells were treated and 
incubated for 20 minutes with 2.5 µg/mL of JC-1 dye in serum-free media. Fluorescence 
intensity was measured using Synergy H1 Hybrid Multi-Mode Microplate Reader, and red 
(excitation/emission = 535/590) to green (excitation/emission = 485/530) fluorescence intensity 
ratio was determined. All conditions were analyzed at least in triplicates. Cells were additionally 





1 500 cells per well were seeded overnight in a 96-well plate. Cells were then transfected 
with either ON-TARGET plus Human CD36 (948) siRNA – SMART pool or siGENOME 
RISC-Free Control (Dharmacon) using INTERFERin siRNA/miRNA Transfection Reagent 
(final concentration of 0.15%; Polyplus-Transfection). All procedures were carried out 
following manufacturer’s recommendations. Knockdown efficiency was assessed by qRT-PCR 
as described in the next section using GAPDH and YWHAZ as endogenous controls. 
 
Quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) 
 
RNA was extracted using RNeasy mini kit (Qiagen) with some modifications to the 
recommended protocol. Briefly, cells in a 6-well plate were washed with ice cold PBS and lysed 
with Ribozol RNA Extraction Reagent (VWR Life Science). One third volume of chloroform 
(Sigma-Aldrich) was added and mixed vigorously. Lysates were centrifuged at 10 000 g for 18 
minutes at 4 °C. The aqueous phase supernatant was isolated and mixed with isopropanol. The 
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mixture was transferred to RNeasy columns, sequentially washed using reagents provided by 
the manufacturers (RW1 and RPE buffers) and finally eluted in water. RNA samples were sent 
to the genomic platform of the Institute for Research in Immunology and Cancer, Montreal, 
Canada for qRT-PCR. Results were analyzed with the 2-ÄÄCt method, with YWHAZ and PPIA as 
endogenous controls. Primers’ sequences are as shown in Table 1.  
 
Murine primary RPE isolation and culture 
 
Animals were housed in the local animal facility and maintained under a 12/12 hours 
light/dark cycle. All experiments involving the use of animals were approved by the institutional 
ethic comity and carried out in accordance with the Canadian Council on Animal Care 
guidelines for the use of experimental animals. 
Murine RPE cells were isolated as previously described in rats (21). Eyes of C57BL/6 
mice aged between 7 and 12 days were collected and left in complete media overnight at room 
temperature in dark. Eyes were washed and digested in Hank’s balanced salt solution (HBSS; 
Wisent Bio Products) containing 2 mg/mL trypsin and collagenase D (Sigma-Aldrich) for 45 
minutes. Eyes were then put back in complete media and opened up to isolate RPE cell sheets. 
Isolated RPE cells were plated on a 35 mm petri dish pre-coated with attachment factor (Cell 
Applications) and left untouched for 5 days. Cells were used at passage 2. All treatments and 
culture were done in DMEM/Ham’s F12 with 10% FBS, 100 U/mL penicillin and 100 µg/mL 




Cells were washed with ice cold PBS and lyzed with RIPA buffer (150 mM NaCl, 50 
mM Tris-HCl pH 7.4, 1% Triton X-100, 0.1% SDS, 25 mM NaF, 5 mM EDTA with protease 
and phosphatase inhibitors; Pierce) for 30 minutes on ice. Cell lysates were centrifuged at 450 
g for 30 minutes at 4°C and supernatants were retrieved.  
Protein concentrations were determined by BCA assay (Pierce Biotechnology). Equal 
amounts of proteins were diluted in Laemmli buffer and boiled at 95°C for 5 minutes. Proteins 
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were separated on SDS-polyacrylamide gel and transferred electrophoretically to 
polyvinylidene difluoride (PVDF) membranes (Bio-Rad Laboratories) for immunoblotting. 
Membranes were blocked with Tris-buffered saline-Tween 20 (TBST) containing 5% bovine 
serum albumin (BSA) for 1 hour and incubated with primary antibodies (1:500 dilution; 
HMOX-1 #5061S, GAPDH #2118S, LC3B #2775S, all from Cell Signaling Technology; 
STX17 #PA5-40127 from Invitrogen) in blocking buffer at 4°C overnight. Following washes, 
blots were incubated for 1 hour with horse radish peroxidase (HRP) -conjugated goat anti-rabbit 
IgG (1 : 10 000; Jackson ImmunoResearch). Immunoblotted bands were detected by enhanced 
chemiluminescence (ECL) with West Femto chemiluminescent substrate (Thermo Scientific) 
using ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad Laboratories). Image analysis was performed 




50 000 cells per chamber were cultured for 48 hours in poly-D-lysine-coated 4-well 
chamber slides (Corning). After treatments, cells were fixed with 4% paraformaldehyde solution 
for 15 minutes at 37 °C, permeabilized with 0.2% Triton X-100 in PBS for 10 minutes and 
blocked with 3% normal goat serum in PBS for 30 minutes. Cells were then incubated overnight 
at 4°C with primary antibodies at 1 : 200 dilution (p62 #sc-28359, Santa Cruz Biotechnology; 
LC3B #2775S, Cell Signalling Technology; STX17 #PA5-40127, Invitrogen; TOMM20 
#H00009804-M01, Abnova). Following washes, cells were incubated with secondary antibodies 
for 1 hour (4 µg/mL; Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-mouse IgG, Alexa Fluor 488-
conjugated goat anti-rabbit IgG and Alexa Fluor 647-conjugated goat anti-rabbit IgG from 
Invitrogen, PE/Cy5.5-conjugated goat anti-mouse IgG from Abcam) with Hoechst 33342 (1 
µg/mL). When indicated, cells were transfected with CellLightTM Lysosomes-RFP, Bacmam 
2.0 (Invitrogen) or Premo Autophagy Sensor LC3B-GFP, Bacmam 2.0 (Invitrogen) following 
manufacturer’s instructions a day before treatments. p62 immunostaining was observed using 
KEYENCE Fluorescence Microscope BZ-X700. All other immunostainings were observed 




POS isolation and phagocytosis assay 
 
Bovine eyes were obtained from a slaughterhouse. POS were isolated and labelled with 
fluorescein isothiocyanate (FITC) as previously described (22). Briefly, fresh bovine retinas 
were collected, homogenized and POS were purified using a sucrose gradient. Purified POS 
were washed and labelled with FITC. Cells in a black 96-well plate were challenged with FITC-
labelled POS (10 POS particles/cell) in complete media. After the challenge, cells were washed 
once with PBS supplemented with 1 mM MgCl2 and 0.2 mM CaCl2 (PBS-CM), once with 0.4% 
trypan blue in PBS to quench extracellular fluorescence and twice again with PBS-CM. 
Fluorescence intensity (excitation/emission = 488/525) was measured using Synergy H1 Hybrid 




Statistical analyses were carried out using GraphPad Prism 7.0 (GraphPad Software). 
One-way analysis of variance (ANOVA) with Sidak’s multiple comparison test was performed. 
Data are presented as mean ± standard deviation (SD). A p-value lower than 0.05 was considered 




NaIO3 caused a concentration-dependent cytotoxicity on hTERT RPE-1 cells 
 
 hTERT RPE-1 is a human cell line of RPE cells transfected with a plasmid expressing 
the human telomerase reverse transcriptase subunit. It is known to express RPE-associated genes 
and is capable of phagocytosis, gets polarized and pigmented and undertake a polygonal 
morphology when terminally differentiated in vitro (22-24). We used the oxidant NaIO3 to 
induce oxidative damages to hTERT RPE-1 cells. Increased cellular ROS formation was 
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observed in NaIO3- (6.25, 12.5 and 25 mM) treated cells after 2 hours (Fig. 1A). Cellular 
viability assessed by CCK-8 was decreased (Fig. 1B) and LDH release was increased (Fig. 1C) 
after 24 hours of treatment. Increase in the percentage of cells positive for active caspase 3/7, 
suggestive of apoptosis, was also observed after 4 hours (Fig. 1D). These effects of NaIO3 were 
all concentration-dependent. 
 
 MPE-001 had a protective effect on hTERT RPE-1 cells against NaIO3-induced cytotoxicity 
 
 To evaluate the effect of the CD36 ligand MPE-001 on RPE cell damage induced by 
NaIO3, cells were pretreated for 2 hours with MPE-001, and then co-treated with MPE-001 and 
NaIO3. MPE-001 was first confirmed to improve the viability of hTERT RPE-1 cells treated 
with 6.25 and 12.5 mM NaIO3 (Fig. 2A). A concentration of NaIO3 of 12.5 mM was chosen for 
further experiments. MPE-001 co-treatment decreased NaIO3-induced ROS formation (Fig. 2B). 
We failed to detect any effect of MPE-001 on NaIO3-induced LDH release (Fig. 2C) but the 
percentage of cells positive for active caspase 3/7 was largely decreased (Fig. 2D, E). To confirm 
the effect of MPE-001 on apoptosis, we assessed the mitochondrial membrane potential which 
is disrupted during early apoptosis (25). JC-1 is a dye that yield a green fluorescence as 
monomers. Due to its cationic nature, JC-1 accumulates and forms aggregates in healthy 
mitochondria, thereby emitting a red fluorescence. As expected, a 4-hour treatment with FCCP 
caused a decrease in JC-1 red aggregates in all cells, indicative of mitochondrial depolarization. 
Apoptotic cells with loss of red fluorescence were visible following 4 hours of NaIO3 treatment, 
whereas apoptotic cells were rarely seen upon MPE-001 and NaIO3 co-treatment (Fig. 2F, G). 
Unmerged images of JC-1 staining are provided in Sup. Fig. 1.  
To verify that the protective effect of MPE-001 is CD36-dependent, CD36 expression 
was knocked down by RNA interference. After 72 hours, CD36 siRNA decreased CD36 mRNA 
expression by 88.00% (Fig. 2H) and completely abolished the cytoprotective effect of MPE-001 




MPE-001’s protective effect was sufficient to fully protect hTERT RPE-1 cells against chronic 
low concentration NaIO3 treatment 
 
 In AMD pathogenesis, the contribution of oxidative stress is chronic and loss of RPE 
cells are only seen later in the course of the disease. To confirm the protective effect of MPE-
001 in a closer-to-reality-context, hTERT RPE-1 cells were treated daily for 72 hours with low 
concentrations of NaIO3 (1, 2.5 and 5 mM). In these conditions, nuclei count using Hoechst 
33342 staining (Sup. Fig. 2A, D) was a better indicator of cellular viability than CCK-8 assay 
(Sup. Fig. 2B). Daily 1 mM NaIO3 treatment was sufficient to induce a statistically significant 
decrease in cellular viability assessed by nuclei count after 72 hours. MPE-001 conferred full 
protection against NaIO3 at this concentration (Sup. Fig. 2C).  
 
MPE-001 had a protective effect on murine primary RPE cells against NaIO3-induced 
cytotoxicity 
 
 The protective effect of MPE-001 was also assessed in a primary culture of murine 
RPE cells. Murine RPE cells showed a greater sensitivity to the cytotoxic effect of NaIO3 
(Sup. Fig. 3A) than hTERT RPE-1 cells. A concentration of 9.375 mM was therefore chosen 
for further experiments. MPE-001 had a protective effect on NaIO3-treated murine RPE cells 
in a similar extent to what was observed in hTERT RPE-1 cells (Sup. Fig. 3B-C).  
 
 The protective effect of MPE-001 was not mediated by a transcriptional upregulation of 
antioxidant enzymes expression 
 
 To define the mechanism by which MPE-001 exerts an antioxidant effect, the effect of 
MPE-001 and/or NaIO3 treatments on antioxidant enzymes expression was assessed. Treatments 
did not have any effect on the expression of CAT, GPX1, SOD1, SOD2, PRDX3, PRDX5 and 
TXN2. A 4-hour treatment with NaIO3 increased the expression of HMOX1, NQO1, GCLM, 
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PRDX1 and TXNRD1, all target genes of the transcription factor NRF2 (or NFE2L2). The 
expression of NFE2L2 itself, a master regulator of the antioxidant system (26), was also 
increased. MPE-001 was not observed to affect the expression of NFE2L2 or that of its target 
genes, even when protein expression of HMOX1 was assessed at different time points following 
NaIO3 treatments (Fig 3A-C). It was therefore unlikely that the protective effect of MPE-001 
was mediated by a transcriptional upregulation of antioxidant enzymes in our model. 
 
MPE-001 improved autophagic flux in NaIO3-treated hTERT RPE-1 cells and its cytoprotective 
effect was autophagy-dependent 
 
We next investigated the possibility that autophagy is involved in the protective effect 
of MPE-001. Microtubule-associated protein light chain 3B (LC3B) is a structural protein of 
autophagosomal membranes. Cytosolic LC3-I undergoes lipidation to form LC3-II which gets 
integrated into growing phagophores, making LC3-II/I ratio a useful tool for the assessment of 
autophagy (27). Statistically significant increase in LC3-II/I ratio was observed after 4 hours of 
NaIO3 treatment. A non-significant increase of similar extent was also observed in the presence 
of the lysosomal acidification inhibitor bafilomycin A1, raising the possibility that NaIO3 
inhibits autophagic flux. Co-treating the cells with MPE-001 did not further increase or decrease 
this ratio in the absence of bafilomycin A1 but it further increased LC3-II/I ratio in the presence 
of bafilomycin A1. In fact, fold change in LC3-II/I ratio in MPE-001 and NaIO3 co-treated cells 
compared to respective controls was higher in the presence of bafilomycin A1 (~ 4.25-fold) than 
in its absence (~ 2.74-fold) (Fig. 4A). Altogether, these data indicate that NaIO3 alone promoted 
autophagosomes formation but inhibited autophagic flux, while adding MPE-001 further 
increased autophagosomal biogenesis and restored autophagic flux. Similarly, immunostaining 
of the ubiquitin-binding protein p62 showed an increase in the number of p62 puncta following 
NaIO3 treatment. In the presence of bafilomycin A1, MPE-001 and NaIO3 co-treated cells 
seemed to have a higher number of p62 puncta than when cells were treated with NaIO3 alone 
(Fig. 4B).  
To confirm the effect of NaIO3 and/or MPE-001 treatment on autophagic flux, LC3B co-
localization with lysosomal-associated membrane protein 1 (LAMP1) was investigated. Co-
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localization of LC3B puncta and LAMP1-RFP was seen in untreated and MPE-001-treated cells, 
whereas this co-localization was lost in NaIO3-treated cells. Co-treatment with MPE-001 
recovered the co-localization (Fig. 4C). These results suggest that NaIO3-treated cells has a 
defect in the fusion of autophagosomes to lysosomes and that MPE-001 corrects it.  
Both autophagy inhibitors wortmannin and bafilomycin A1 were observed to abolish the 
cytoprotective effect of MPE-001 (Fig, 4D), confirming that its effect is indeed dependent on 
autophagy. In contrast to MPE-001, the antioxidant NAC improved the cellular viability of 
NaIO3-treated cells independently from autophagy, as its effect was not abolished by 
bafilomycin A1 (Sup. Fig 4A-B).  
 
MPE-001 improved autophagosomes maturation in NaIO3-treated hTERT RPE-1 cells 
 
 Mature autophagosomes that are ready to fuse with lysosomes are LC3B- and syntaxin 
17- (STX17) positive (28). To better understand how MPE-001 restores autophagic flux in 
NaIO3-treated cells, co-localization of LC3B puncta with STX17 was investigated by 
immunostaining in the presence of bafilomycin A1. Co-localization was scarce in NaIO3-treated 
cells despite the increased formation of LC3B puncta, suggesting that these cells have a defect 
in autophagosomal maturation. Intriguingly, MPE-001 and NaIO3 co-treatment increased not 
only the proportion of LC3B puncta that co-localize with STX17, but also STX17 accumulation 
outside of autophagosomes (Fig 5A). Western blotting confirmed that MPE-001 and NaIO3 co-
treatment increases STX17 expression (Fig 5B).  
 
MPE-001 prevents NaIO3-induced mitochondrial superoxide production through autophagy 
enhancement 
 
 Mitochondria are both a target and a major source of ROS. Improper removal of 
damaged mitochondria by autophagy results in their excessive generation of ROS (29) and 
might be responsible for NaIO3-induced cell death. We therefore verified the effect of NaIO3 
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and/or MPE-001 treatment on mitochondrial ROS formation. NaIO3 was found to increase 
mitochondrial superoxide formation in a concentration-dependent manner (Fig. 6A). MPE-001 
decreased the formation of mitochondrial superoxide formation induced by 12.5 mM NaIO3 but 
not in the presence of wortmannin (Fig. 6B), indicating that the effect of MPE-001 on 
mitochondrial ROS formation results from its pro-autophagic effect. Immunostaining of 
translocase of outer mitochondrial membrane 20 (TOMM20) and LAMP1-RFP showed that 
mitochondrial fragments accumulate outside of lysosomes in NaIO3-treated cells, whereas 
mitochondrial fragments were found within lysosomes in MPE-001 and NaIO3 co-treated cells 
(Fig. 6C). Immunostaining of LC3B and TOMM20 in the presence of bafilomycin A1 showed 
that NaIO3 treatment is however able to increase the recruitment of autophagosomes to 
mitochondria (Fig. 6D). These data further support that NaIO3-treated cells have a defect in the 
later steps of autophagy, rather than in the earlier steps of phagophore formation, elongation and 
cargo engulfment. 
To verify if decreasing mitochondrial ROS is sufficient to promote the survival of NaIO3-
treated cells, the effect of two mitochondrial-selective ROS scavengers were tested. 1 hour 
pretreatment with MitoTEMPO failed to decrease mitochondrial superoxide formation (Sup. 
Fig. 4C) and cell loss (Sup. Fig. 4D). MitoQ is thought to insert itself in the inner mitochondrial 
membrane (30) in contrast to MitoTEMPO which goes across the membrane to accumulate in 
mitochondrial matrix (31). 1 hour pretreatment with MitoQ decreased NaIO3-induced 
mitochondrial superoxide formation (Sup. Fig. 4E), but failed to increase cellular viability (Sup. 
Fig. 4F). The sole scavenging of mitochondrial ROS might be insufficient to rescue RPE cells 
from NaIO3-induced cytotoxicity.  
 
MPE-001 does not interfere with POS phagocytosis by hTERT RPE-1 
 
 CD36 in the RPE is mainly known for its role in POS phagocytosis (32, 33). 
Interfering with POS phagocytosis would have deleterious effect on retinal homeostasis, as 
animal models with a defect in RPE phagocytic activity have been shown to present retinal 
degeneration (34-36). The kinetic and the extent of POS-FITC internalization by hTERT RPE-
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1 cells after 4 hours were unaffected by the presence of MPE-001 (Fig. 7A). Cytochalasin D, 
an inhibitor of actin polymerization, was used as control (Fig. 7B). Since continuous exposure 
to cytochalasin D was cytotoxic (data not shown), cells were pretreated with cytochalasin D 
for 30 minutes, washed and then challenged with POS-FITC. Cytochalasin D-treated cells 
showed a lower internalization of POS-FITC after 2 and 4 hours of challenge.  
 
Discussion 
 Combined supplementation of antioxidants (vitamin C and E, lutein, zeaxanthin) and 
zinc and copper is currently recommended to AMD patients in an attempt to limit oxidative 
damages to the RPE and preserve photoreceptor integrity (37). However, the effect of such 
supplementation on disease progression is limited to those who are already in the advanced stage 
of the disease (38, 39) and it has not been shown to prevent disease onset (40). A different 
approach to prevent or halt the disease at an earlier stage is urgently needed. CD36 appears as a 
promising therapeutic target as it is likely involved in sterile inflammation and lipid deposition 
observed in dry AMD. Our previous work on the effect of the GHRP-6 derivative EP80317 as 
a CD36 ligand demonstrated its beneficial effect in preserving photoreceptor function in a 
mouse model of AMD (18). Whether CD36 ligands derivative of GHRP-6 have any effect on 
oxidative stress and RPE preservation had yet to be investigated. 
In this study, the cytoprotective effect of the novel GHRP-6 derivative MPE-001 against 
oxidative stress was investigated in human RPE cells in culture. We found that MPE-001 as a 
CD36 ligand increases the viability of hTERT RPE-1 cells in which oxidative stress was induced 
by NaIO3. MPE-001 decreased cellular ROS and prevented apoptotic cell death. Its protective 
effect was not mediated by a transcriptional upregulation of antioxidant enzymes expression but 
was rather dependent on an increase in autophagy. More precisely, MPE-001 increased LC3-
II/I ratio and p62 puncta in NaIO3-treated cells in the presence of bafilomycin A1 and restored 
the co-localization of LC3B puncta with lysosomes which was disrupted by NaIO3. In fact, 
MPE-001 and NaIO3 co-treated cells showed a higher amount of mature STX17-positive 
autophagosomes in the presence of bafilomycin A1. In addition, we showed that improved 
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autophagy results in decreased mitochondrial superoxide production. Of primary importance, 
MPE-001 did not interfere with the phagocytic activity of hTERT RPE-1 cells. 
Ever since the observation by Sorsby in 1941 that intravenously injected NaIO3 induces 
a retinal degeneration through selective damages to the RPE (41), this oxidant has long been 
used in animals (42-45) and in RPE cell culture system (45-50) to model oxidative stress 
involved in AMD development. Cell death modes undergone by RPE cells in culture following 
treatments with NaIO3 have been extensively studied by others. Acute NaIO3 treatment ( 24 
hours) was reported to induce apoptosis mediated by caspase 3/7/8 activation (46, 50) and 
necroptosis (45, 50, 51) of ARPE-19 cells. In accordance with those studies, NaIO3 was 
confirmed to induce caspase 3/7 activation and LDH release in hTERT RPE-1 cells. The 
cytotoxic effect of NaIO3 was concentration-dependent, which also concords with those previous 
studies. NaIO3-induced cell death in hTERT RPE-1 cells was accompanied by a disruption of 
the mitochondrial membrane potential as reported by others in ARPE-19 cells using JC-1 
ratiometric analysis and/or imaging (46, 49). MPE-001 was found to decrease NaIO3-induced 
ROS formation and specifically block RPE cells mitochondrial depolarization and caspase 3/7-
mediated apoptosis but not LDH release. The protective effect of MPE-001 was equally 
observed in a primary culture of murine RPE cells.  
Many have proposed to boost RPE cells’ antioxidant system as a potential strategy to 
treat AMD (49, 52, 53). The activation of Nrf2, in particular, has been shown to protect RPE 
cells from oxidative stress both in vitro (49) and in vivo (44). MPE-001 was not observed to 
upregulate antioxidant enzymes expression in our model at the studied time points. In fact, the 
effect of MPE-001 on ROS formation was observed as early as 2 hours following NaIO3 
treatment, making it unlikely that de novo transcription of antioxidant enzymes is responsible 
for its effect.  
Recent studies have focused their interest on the impact of oxidative stress on autophagy 
in the RPE. Autophagy markers were observed to be increased in ARPE-19 cells upon NaIO3 
treatment (47-50) and autophagy enhancement was found to protect RPE cells from NaIO3- (49) 
and H2O2- (54) induced oxidative stress. Mitter et al. showed that blockade of autophagy by 3-
methyladenine or knockdown of ATG7 or Beclin-1 exacerbates the oxidative and cytotoxic 
effects of H2O2 (54). These studies suggest that autophagy plays a crucial role in RPE cell defense 
against oxidative damages. We showed that although NaIO3 treatment increases 
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autophagosomal biogenesis, it inhibits the later steps of autophagy, resulting in the accumulation 
of autophagosomes that are unfused to lysosomes. Co-treatment with MPE-001 promoted 
autophagosomes formation and restored autophagic flux. Furthermore, the cytoprotective effect 
of MPE-001 was solely mediated by this increase in autophagy, as its effect was completely 
abolished by wortmannin and bafilomycin A1. A role of CD36 in promoting autophagy has 
recently been reported in the context of its activation by the secreted glycoprotein CD5 antigen-
like protein (CD5L) in macrophages (55). Although its involvement in AMD pathogenesis has 
yet to be elucidated, CD5L is expressed in RPE cells and is found in high circulating amount in 
some AMD patients (56).  
STX17 is a soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor 
(SNARE) required for autophagosome-lysosome fusion. Itakura et al. reported that STX17 is 
recruited to the outer membrane of autophagosomes only after their completion and not at 
intermediate unclosed state. Additionally, depletion of STX17 was shown to cause an 
accumulation of autophagosomes without degradation (57). We found that NaIO3 treatment 
increases the formation of autophagosomes but that only few of them are STX17-positive, 
indicating that defect in autophagosomal closure or maturation is responsible for the loss of 
autophagosome-lysosome fusion in NaIO3-treated cells. MPE-001 increased the proportion of 
LC3B puncta that co-localize with STX17 in NaIO3-treated cells. Interestingly, MPE-001 and 
NaIO3-cotreatment was also observed to increase STX17 expression. To our knowledge, 
increase in STX17 expression by a pharmacological agent has never been described before and 
would merit further investigation.  
The cytotoxic effect of NaIO3 has previously been associated with increased 
mitochondrial superoxide formation (46) as it was the case in our study. Mitophagy, the 
autophagic removal of mitochondria, is an important adaptive mechanism during oxidative 
stress to prevent further damage and cell death (29). We found that MPE-001 decreases NaIO3-
induced mitochondrial superoxide production in an autophagy-dependent manner, which likely 
contributes to its cytoprotective effect. Scavenging of mitochondrial ROS by MitoQ, however, 
was not observed to rescue hTERT RPE-1 cells. The cytoprotective effect of MPE-001 might 
be attributable not only to a better clearance of defective mitochondria, but also to a better 
elimination of cytosolic damaged proteins that are otherwise cytotoxic. Another possibility is 
that even if MitoQ diminishes mitochondrial superoxide to the same extent as MPE-001 after a 
 
56 
2-hour treatment with NaIO3, damaged mitochondria still accumulate over time due to impaired 
autophagic flux.   
 
Conclusion 
 In summary, we report for the first time that a ligand of the scavenger receptor CD36 
can enhance autophagy in RPE cells, thus protecting them from oxidative damages. This study 
is the first report that establishes a direct link between CD36 activation and cellular redox status 
in RPE cells. Together with its known anti-inflammatory effect, we suggest modulation of 
oxidative stress by GHRP-6 derivative ligands of CD36 as a potential novel strategy to preserve 
RPE and photoreceptor integrity in dry AMD.  
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Table 1. Primers sequences  
Gene 
symbol 
Gene name Forward Reverse 
CAT Catalase gctcattttgaccgagagaga tgacctcaaagtagccaaagg 




GCLM Glutamate-cysteine ligase 
modifier subunit 
gacaaaacacagttggaacagc cagtcaaatctggtggcatc 
GPX1 Glutathione peroxidase 1 cgccaagaacgaagagattc gttcacctcgcacttctcg 
HMOX1 Heme oxygenase 1 ggcagagggtgatagaagagg agctcctgcaactcctcaaa 
NFE2L2 Nuclear factor, erythroid 2 like 
2 
acacggtccacagctcatc tgcctccaaagtatgtcaatca 
NQO1 NAD(P)H quinone 
dehydrogenase 1 
cagctcaccgagagcctagt gagtgagccagtacgatcagtg 
PPIA Peptidylprolyl isomerase A cctaaagcatacgggtcctg tttcactttgccaaacacca 
PRDX1 Peroxiredoxin 1 aggccttccagttcactgac tttgctcttttggacatcagg 
PRDX3 Peroxiredoxin 3 agcaaaattattcagcaccagtt ccttaaaatagggtgcatgctg 
PRDX5 Peroxiredoxin 5 tcctggctgatcccactg atgccatcctgtaccaccat 
SOD1 Superoxide dismutase 1 tccatgttcatgagtttggagat cccaccgtgttttctggata 
SOD2 Superoxide dismutase 2 aatcaggatccactgcaagg taagcgtgctcccacacat 
TXN2 Thioredoxin 2 gagacaccagtggttgtgga ttggccaccatcttctctaac 


































































Figure 1. The cytotoxic effect of NaIO3 on hTERT RPE-1 cells. hTERT RPE-1 cells were 
treated with increasing concentrations of NaIO3. (A) Cellular ROS after 2 hours relative to 
untreated cells. Representative data of three independent experiments. (B) Cellular viability 
assessed by CCK-8 after 24 hours. Representative data of three independent experiments. (C) 
Percentage of LDH release after 24 hours relative to untreated cells (n=4). (D) Percentage of 
cells positive for active caspase 3/7 after 4 hours. Representative data of three independent 
experiments. Mean ± SD, ns = non-significant, * p < 0.05, *** p < 0.001 vs control.  
 
Figure 2. The cytoprotective effect of MPE-001 on hTERT RPE-1 cells against NaIO3. 
hTERT RPE-1 cells were pretreated with 1 µM MPE-001 for 2 hours and then co-treated with 
MPE-001 and 12.5 mM NaIO3. (A) Cellular viability assessed by CCK-8 after 24 hours of 
NaIO3 treatment. Representative data of three independent experiments. (B) Cellular ROS after 
2 hours of NaIO3 treatment relative to untreated cells. Representative data of three independent 
experiments. (C) Percentage of LDH release after 24 hours of NaIO3 treatment relative to 
untreated cells (n=4). (D) Percentage of cells positive for active caspase 3/7 after 4 hours of 
NaIO3 treatment. Representative data of three independent experiments. (E) Representative 
images of CellEvent Caspase 3/7 Green and Hoechst 33342 staining (scale bar = 200 µm). 
Representative images of JC-1 staining (F; JC-1 aggregate: red, JC-1 monomer: green, Hoechst 
33342: blue; scale bar = 50 µm) and red to green fluorescence ratio of JC-1 (G) after 4 hours of 
NaIO3 treatment. 5 µM FCCP was used as control. Representative data of three independent 
experiments. CD36 mRNA expression (H; n=3) and cellular viability assessed by CCK-8 after 
24 hours of NaIO3 treatment (I; representative data of three independent experiments) of cells 
incubated for 72 hours with either 20 nM control siRNA (siCON) or CD36 siRNA (siCD36). 
Mean ± SD, ns = non-significant, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001.  
 
Figure 3. The effect of NaIO3 and/or MPE-001 treatments on antioxidant enzyme 
expression. hTERT RPE-1 cells were pretreated with 1 µM MPE-001 for 2 hours and then co-
treated with MPE-001 and 12.5 mM NaIO3. mRNA level of antioxidant enzymes (A) and 
NFE2L2 expression (B) after 4 hours of NaIO3 treatment relative to untreated cells. n = 4, mean 
± SD, * p < 0.05, *** p < 0.001 vs control. (C) Immunoblot of HMOX1 and GAPDH (upper) 
and relative quantification of HMOX1 (lower; n = 4) at different time points following NaIO3 
treatment. Mean ± SD, ns = non-significant.  
 
Figure 4. The effect of NaIO3 and/or MPE-001 treatments on autophagy. hTERT RPE-1 
cells were pretreated with 1 µM MPE-001 for 2 hours and then co-treated with MPE-001 and 
12.5 mM NaIO3 for 4 hours. (A) Immunoblot of LC3B and GAPDH (left) and relative 
quantification of LC3-II/LC3-I ratio (right; n=5) in the presence/absence of 10 nM bafilomycin 
A1. Mean ± SD, ns = non-significant, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs control, # p < 0.05 vs NaIO3. 
(B) Representative images of p62 immunostaining in the presence/absence of 10 nM 
bafilomycin A1 (p62: red, Hoechst 33342: blue; scale bar = 50 µm). (C) Representative images 
of LC3B immunostaining and LAMP1-RFP (scale bar = 10 µm). The same gamma correction 
was applied to all images. (D) Cellular viability assessed by CCK-8 after 24 hours of NaIO3 
treatment in the presence/absence of 100 nM wortmannin (upper) or 10 nM bafilomycin A1 
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(lower). Representative data of three independent experiments. Mean ± SD, ns = non-significant, 
* p < 0.05, *** p < 0.001. 
 
Figure 5. The effect of NaIO3 and/or MPE-001 treatments on the maturation of 
autophagosomes. hTERT RPE-1 cells were pretreated with 1 µM MPE-001 for 2 hours and 
then co-treated with MPE-001 and 12.5 mM NaIO3 for 4 hours. (A) Representative images of 
LC3B-GFP and STX17 immunostaining in the presence of 10 nM bafilomycin A1 (scale bar = 
10 µm). The same gamma correction was applied to all images. (B) Immunoblot of STX17 and 
GAPDH (left) and relative quantification of STX17 (right; n=4). Mean ± SD, ns = non-
significant, ** p < 0.01 vs control.  
 
Figure 6. The effect of NaIO3 and/or MPE-001 treatments on mitochondrial ROS and 
mitophagy. (A) Mitochondrial superoxide formation in hTERT RPE-1 cells treated with 
increasing concentrations of NaIO3 for 2 hours relative to control. Representative data of three 
independent experiments. (B-D) Cells were pretreated with 1 µM MPE-001 for 2 hours and then 
co-treated with MPE-001 and 12.5 mM NaIO3 (B) Mitochondrial superoxide formation in the 
presence/absence of 100 nM wortmannin after 2 hours of NaIO3 treatment. Representative data 
of three independent experiments. (C) Representative images of TOMM20 immunostaining and 
LAMP1-RFP after 4 hours of NaIO3 treatment (arrow heads show mitochondrial fragments 
outside of lysosomes; mitochondrial fragments inside lysosomes are circled; scale bar = 10 µm). 
The same gamma correction was applied to all images. (D) Representative images of LC3B and 
TOMM20 immunostaining in the presence of 10 nM bafilomycin A1 after 4 hours of NaIO3 
treatment (scale bar = 10 µm). The same gamma correction was applied to all images. Mean ± 
SD, ns = non-significant, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001. 
 
Figure 7. The effect of NaIO3 and/or MPE-001 treatments on the phagocytic activity of 
hTERT RPE-1 cells. (A) hTERT RPE-1 cells were preloaded with 1 µM MPE-001 for 30 
minutes and challenged with POS-FITC. (B) Cells were treated with 1 µM cytochalasin D for 
30 minutes, washed and challenged with POS-FITC. (A) and (B) were carried out in parallel. 
Representative data of three independent experiments. Mean ± SD, *** p < 0.001 vs vehicle. 
 
Supplementary Figure 1. The effect of NaIO3 and/or MPE-001 treatment on mitochondrial 
membrane potential. hTERT RPE-1 cells were pretreated with 1 µM MPE-001 for 2 hours and 
then co-treated with MPE-001 and 12.5 mM NaIO3 for 4 hours, or were treated with 5 µM FCCP 
for 4 hours. Representative images of JC-1 staining are shown (scale bar = 50 µm).  
 
Supplementary Figure 2. The cytoprotective effect of MPE-001 against chronic low 
concentration NaIO3 treatment. hTERT RPE-1 cells were treated daily for 72 hours with low 
concentrations of NaIO3. Nuclei count using Hoechst 33342 relative to untreated cells (A) vs 
cellular viability assessed by CCK-8 (B). Mean ± SD, ns = non-significant, *** p < 0.001 vs 
control. (C) Effect of 1 mM NaIO3 and/or 1 µM MPE-001 treatments on nuclei count. Mean ± 
SD, ns = non-significant, ** p < 0.01. (C) Representative images of Hoechst 33342 staining 
following NaIO3 treatments (scale bar = 200 µm). All data are representative of three 




Supplementary Figure 3. The cytoprotective effect of MPE-001 on murine RPE cells 
against NaIO3. (A) Cellular viability of murine RPE cells assessed by CCK-8 upon treatment 
with increasing concentrations of NaIO3 for 24 hours. (B and C) Cells were pretreated with 1 
µM MPE-001 for 2 hours and then co-treated with MPE-001 and 9.375 mM NaIO3. (B) Cellular 
viability assessed by CCK-8 after 24 hours of NaIO3 treatment. (C) Percentage of cells positive 
for active caspase 3/7 after 4 hours of NaIO3 treatment. All data are representative of three 
independent experiments. Mean ± SD, ns = non-significant, * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 
0.001. 
 
Supplementary Figure 4. The effect of various antioxidant compounds on NaIO3-induced 
cytotoxicity. hTERT RPE-1 cells were co-treated with 1.25 mM NAC and NaIO3 for 24 hours. 
Cellular viability assessed by CCK-8 in the absence (A) and in the absence/presence of 
bafilomycin A1 (B). Cells were pretreated with 20 µM MitoTEMPO for 1 hour before 12.5 mM 
NaIO3 treatment was started. Mitochondrial superoxide formation after 2 hours relative to 
untreated cells (C) and cellular viability assessed by CCK-8 after 24 hours (D) of NaIO3 
treatment. Cells were pretreated with 5 nM MitoQ for 1 hour before 12.5 mM NaIO3 treatment 
was started. Mitochondrial superoxide formation after 2 hours relative to untreated cells (E) and 
cellular viability assessed by CCK-8 after 24 hours (F) of NaIO3 treatment. All data are 
representative of three independent experiments. Mean ± SD, ns = non-significant, * p < 0.05, 




L’étiologie de la forme sèche de la DMLA est actuellement peu comprise. Plusieurs 
processus associés au vieillissement en combinaison avec les facteurs intrinsèques de l’individu 
et des facteurs environnementaux semblent résulter à la manifestation de la maladie. Le ciblage 
simultané de plusieurs processus qui ont lieu dans la pathologie serait peut-être une stratégie 
efficace pour prévenir ou pour arrêter la progression de la maladie. Le CD36 est une cible 
thérapeutique intéressante, car il est possiblement impliqué à la fois dans l’accumulation de 
dépôts lipidiques et dans l’inflammation dans la DMLA. De plus, nous avons précédemment 
démontré que les ligands du CD36 dérivés du GHRP-6 ont un effet thérapeutique dans des 
modèles murins de la DMLA (190, 269). Le RPE est l’acteur-clé de la DMLA de forme sèche. 
Il est impliqué dans le stress oxydatif, l’accumulation de lipofuscine, l’accumulation du fer, 
l’inflammation et la production de VEGF, tel que nous l’avons vu dans la section 1. Or, nous 
n’avions jamais examiné les effets bénéfiques potentiels des ligands du CD36 sur la fonction ou 
la survie des cellules du RPE. Dans cette étude, nous avions émis l’hypothèse que le ligand du 
CD36 MPE-001 a un effet cytoprotecteur chez les cellules du RPE soumises à un stress oxydatif. 
Dans la section 3, nous avons vérifié l’effet cytoprotecteur du MPE-001 contre le stress 
oxydatif induit par le NaIO3 chez les cellules du RPE en culture. Nous avons démontré que le 
MPE-001 augmente la viabilité des cellules hTERT RPE-1 traitées au NaIO3. Le MPE-001 était 
capable de diminuer la production de ROS, en particulier les superoxydes mitochondriaux, et 
ainsi de prévenir la mort cellulaire apoptotique. L’effet protecteur du MPE-001 n’était pas médié 
par une augmentation transcriptionnelle de l’expression des enzymes antioxydants, mais était 
plutôt dépendant de l’autophagie. Plus précisément, il a été observé que le NaIO3 inhibe la 
maturation des autophagosomes et en conséquence le flux autophagique. Les cellules co-traitées 
au MPE-001 et au NaIO3 semblaient avoir un plus grand nombre d’autophagosomes matures 
STX17+ en présence de bafilomycin A1 et ont démontré un rétablissement du flux autophagique. 
D’importance majeure, nous avons observé que le MPE-001 n’interfère pas avec l’activité 
phagocytique des cellules hTERT RPE-1. Dans les paragraphes qui suivent, nous soulèverons 
certains points additionnels sur lesquels nous n’avons pas discuté dans la section 3. 
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Notre étude a été effectuée chez la lignée hTERT RPE-1. La majorité des études qui 
portent sur la cytotoxicité induite par le NaIO3 emploie la lignée ARPE-19. Comme mentionné 
dans la section 1.1.6., ces deux lignées humaines de cellules du RPE ont la capacité de se 
différencier, lors de laquelle elles peuvent acquérir plusieurs caractéristiques des cellules du 
RPE tel qu’on retrouverait in vivo. Une étude comparative a révélé que chacune de ces deux 
lignées a des similarités et des différences en termes de profil d’expression de protéines par 
rapport aux cellules du RPE humaines primaires (274). Il n’existe aucune étude qui a comparé 
leur réponse au stress oxydatif induit par le NaIO3, mais un groupe de chercheurs a comparé 
leur susceptibilité à divers oxystérols et au LDLox. Selon leur étude, les cellules hTERT RPE-
1 étaient plus résistantes aux oxystérols, mais plus sensibles à la cytotoxicité induite par la 
LDLox (275). Bref, les connaissances actuelles ne nous permettent pas de dire si l’une des 
lignées est plus adaptée que l’autre pour les études de cytotoxicité. Il aurait peut-être été plus 
approprié pour nous d’utiliser la lignée ARPE-19 pour une meilleure comparaison de nos 
résultats avec la littérature. Néanmoins, nos résultats obtenus avec les cellules hTERT RPE-1 
étaient tout à fait en concordance avec les données disponibles dans la littérature qui ont été 
obtenues avec les cellules ARPE-19.  
L’usage des lignées comme le hTERT RPE-1 et l’ARPE-19 comportent un grand facteur 
limitant : elles ne présentent pas les changements cellulaires associés à l’âge. Plusieurs 
chercheurs ont proposé d’induire le système antioxydant intrinsèque de la cellule pour protéger 
le RPE contre le stress oxydatif dans le contexte de la DMLA (164, 276-278), car le système 
semble s’affaiblir avec l’âge. En particulier, le système du Nfe2l2 est dérégulé avec l’âge chez 
la souris (64). Cependant, les cellules hTERT RPE-1 selon notre étude étaient capables de 
répondre rapidement au stress oxydatif par l’activation du NFE2L2. L’augmentation de 
l’expression protéique du HMOX-1, gène cible du NFE2L2, était déjà visible après 2 heures de 
traitement au NaIO3. L’effet antioxydant du MPE-001 ne semblait pas du tout être médié par 
une induction du système antioxydant chez cette lignée, mais il est possible que la réponse soit 
différente dans le cas des cellules du RPE d’un individu âgé qui a une défense antioxydante 
affaiblie. La dysfonction lysosomale, une autre caractéristique du vieillissement (62), pourrait 
également affecter l’effet protecteur du MPE-001 qui est médié par l’autophagie. Il aurait été 
pertinent de vérifier si le MPE-001 préserverait son effet protecteur chez des cellules du RPE 
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provenant d’un animal ou d’un humain âgé, et de confirmer à nouveau dans ce contexte 
l’implication du système antioxydant et de l’autophagie.  
Le traitement au NaIO3 est une méthode reproductive pour induire une cytotoxicité au 
niveau des cellules du RPE in vitro (64, 159-161) et in vivo (110, 160, 162-165). Il permet de 
reproduire plusieurs phénomènes contribuant au développement de la DMLA, à savoir le stress 
oxydatif, l’activation de l’inflammasome (110) et la dysfonction mitochondriale (110, 164). 
Nous avons découvert que le NaIO3 cause également une dysfonction du flux autophagique, ce 
qui appuie l’utilisation des cellules du RPE en culture traitées par le NaIO3 comme étant un 
modèle adéquat pour étudier le potentiel des agents pharmacologiques dans la DMLA. La 
majorité des études portant sur la cytotoxicité induite par le NaIO3 in vitro ont été effectuées 
avec un traitement aigu (£ 24 heures). Cependant, deux groupes de chercheurs ont plutôt proposé 
l’utilisation de traitement chronique à faibles concentrations, car il refléterait mieux le contexte 
pathologique et les protocoles de traitement de NaIO3 employés in vivo (162, 163). Pour cette 
raison, nous avons vérifié l’effet protecteur du MPE-001 chez les cellules hTERT RPE-1 traitées 
de façon quotidienne pendant 72 h à de faibles concentrations de NaIO3. Le facteur limitant 
majeur avec ce type de protocole est que les effets du NaIO3 sur les divers marqueurs seraient 
beaucoup plus faibles. Il est approprié pour étudier les changements cellulaires comme la 
dysfonction lysosomale associée à une exposition prolongée au stress oxydatif (162), mais pas 
pour la mesure de ROS ou la détection de la mort cellulaire. Seule la viabilité cellulaire a été 
évaluée dans notre étude. 
Nous sommes les premiers à avoir étudié l’implication du STX17 dans l’effet 
proautophagique d’un agent pharmacologique. Nous avons découvert que le co-traitement au 
MPE-001 et au NaIO3 augmente l’expression du STX17 et la co-localisation des puncta de 
LC3B avec le STX17, ce qui était associé à une amélioration du flux autophagique. Itakura et 
coll. avait initialement découvert que le STX17 est uniquement recruté sur la membrane des 
autophagosomes matures, ce qui va permettre leur fusion avec les lysosomes (279). Or, 
Hamazaki et coll. (280) et Xian et coll. (281) ont découvert qu’il est impliqué dans les étapes 
précoces de la formation respective des autophagosomes et des mitophagosomes en recrutant la 
machinerie autophagique au niveau des sites de contact ER-mitochondrie. Ces études semblent 
contradictoires à celle d’Itakura et coll., mais Xian et coll. ont aussi observé que la formation 
des mitophagosomes induite par le carbonyl cyanide chlorophenylhydrazone (CCCP) peut avoir 
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lieu en absence du STX17. Le rôle du STX17 dans l’autophagie pourrait dépendre du contexte. 
À la lumière de nos résultats, il n’est pas clair comment le MPE-001 augmente l’expression du 
STX17, ni si l’effet proautophagique du MPE-001 dépend de ce phénomène. La microscopie 
électronique nous aurait aidé à confirmer laquelle des étapes de l’autophagie est dérégulée par 
le NaIO3, permettant ainsi de mieux comprendre le rôle du STX17 dans l’effet du MPE-001.  
Nous avons démontré que le MPE-001 diminue la formation de superoxydes 
mitochondriaux induite par le NaIO3 de façon dépendante de l’autophagie. La santé 
mitochondriale est maintenue par 1) sa biogenèse, 2) son remodelage par la fusion et sa fission 
et 3) sa dégradation par la mitophagie (282). Mis à part notre étude, deux autres études ont 
démontré que le NaIO3 augmente la production de superoxydes mitochondriaux par les cellules 
du RPE (110, 163). Dans notre étude, nous avons également observé que l’augmentation de 
ROS mitochondriaux est plus grande que celle de ROS cellulaires totaux. Bizarrement, Chan et 
al. ont observé peu d’effet avec le traitement au NaIO3 (30 mM) sur l’intensité de fluorescence 
du MitoSOX Red, indicateur de superoxydes mitochondriaux, mais ont tout de même observé 
une fragmentation mitochondriale dans les cellules ARPE-19 (165). Le dynamisme 
mitochondrial, le cycle répétitif de fusion et de fission, aide la mitochondrie à se débarrasser de 
ses composantes endommagées. L’équilibre entre la fusion et la fission détermine la 
morphologie du réseau mitochondrial et la susceptibilité au stress oxydatif, et la fission permet 
une meilleure élimination des mitochondries endommagées par la mitophagie (282). Nous avons 
seulement examiné l’effet du MPE-001 sur la mitophagie. La mesure des marqueurs de fission 
et de fusion et l’observation morphométrique du réseau mitochondrial auraient permis d’avoir 
une vue complète de l’effet du NaIO3 et/ou MPE-001 sur le contrôle de la qualité mitochondriale. 
Le STX17 agit comme SNARE pour la fusion avec les lysosomes non seulement pour les 
autophagosomes, mais également pour les vésicules dérivées de la mitochondrie (283). La 
formation de vésicules dérivées de la mitochondrie est un processus additionnel de contrôle de 
la qualité mitochondriale qui a été découvert plus récemment. C’est une voie distincte de la 
mitophagie par laquelle la mitochondrie se débarrasse de ses composantes endommagées sous 
un stress oxydatif (284). Il aurait été intéressant de vérifier si la formation de ces vésicules est 





Mis à part les études sur le CD5L, il n’y a aucune autre étude à notre connaissance qui 
porte sur l’effet de l’activation du CD36 sur l’autophagie. De plus, les inducteurs de l’autophagie 
sont habituellement connus pour leur effet d’augmenter la formation des autophagosomes et non 
le flux autophagique. Comme travaux futurs, il serait intéressant de vérifier par quelle voie de 
signalisation les ligands du CD36 peuvent promouvoir l’autophagie.  
Bien que nous ayons démontré les effets antioxydants et cytoprotecteurs du MPE-001 in 
vitro, l’effet du MPE-001 sur le stress oxydatif et l’autophagie devrait être confirmé in vivo. Un 
avantage du NaIO3 est qu’il peut être utilisé chez les animaux en injection systémique pour 
produire une toxicité au niveau du RPE et subséquemment une dégénérescence des 
photorécepteurs (158). Il sera alors possible de vérifier l’effet du MPE-001 sur les marqueurs 
de stress oxydatif, de la mort cellulaire et de l’autophagie. 
Des études ont montré que l’activation de l’inflammasome chez les cellules du RPE 
(110) et l’infiltration de cellules immunes dans l’espace sous-rétinien (161) sont associées à 
l’effet délétère du NaIO3. Ces deux phénomènes sont observés dans la DMLA de forme sèche 
chez les humains (107, 285). Comme le CD36 est connu pour son rôle dans l’inflammation, il 
serait intéressant de vérifier l’effet des ligands du CD36 sur la réponse inflammatoire du RPE 
dans le contexte d’un stress oxydatif induit par le NaIO3. Les dommages mitochondriaux étant 
connus comme activant l’inflammasome, il y a de fortes chances que le MPE-001 modulerait 












En conclusion, nous avons démontré pour la première fois qu’un ligand synthétique du 
récepteur éboueur CD36 peut induire l’autophagie dans les cellules du RPE, protégeant de cette 
façon ces cellules contre le stress oxydatif. Ces effets proautophagiques et cytoprotecteurs 
pourraient être en partie responsables de l’effet cytoprotecteur des ligands du CD36 dans la 
préservation des photorécepteurs in vivo. De plus, notre étude établit pour la première fois un 
lien direct entre l’activation du CD36 et le statut redox des cellules. La combinaison de l’effet 
modulateur des azapeptides dérivés du GHRP-6 sur l’inflammation, son effet sur la clairance 
des dépôts sous-rétiniens et son effet protecteur contre le stress oxydatif permet ainsi de suggérer 
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